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El cáncer colorrectal (CCR) es el tercer cáncer más común y es una 
de las principales causas de muerte por cáncer. La carcinogénesis 
colorrectal es un proceso multifactorial influenciado por factores 
ambientales, genéticos y epigenéticos, dando lugar a la transformación de 
la mucosa colónica en un cáncer invasivo. A pesar de los beneficios 
aportados de la terapias contra los receptores de los factores de crecimiento 
epidérmico/vascular (anti-EGFR/VEGFR) en el CCR metastásico, muchos 
pacientes responden inicialmente al tratamiento, pero luego muestran una 
evidente progresión de la enfermedad. Por tanto, se necesitan nuevas 
estrategias terapéuticas para aumentar la eficacia de la terapia oncológica.  
El objetivo de esta tesis doctoral fue determinar si la inhibición 
simultánea de EGFR/VEGFR y COX-2 ejerce un eficaz efecto anti-tumoral 
en células de CCR y analizar los mecanismos celulares y moleculares 
implicados.  
Los resultados obtenidos indican que el inhibidor de COX-2, 
celecoxib, aumentó la eficacia antitumoral y antiangiogénica de AEE788, 
que es un inhibidor dual de EGFR/VEGFR,. De hecho, esta combinación 
indujo la inhibición de la proliferación celular y apoptosis, la detención del 
ciclo celular en la fase G1, la inhibición de la producción de VEGF y la 
reducción de la migración celular. En particular, esta combinación inhibió 
la acumulación nuclear de β-catenina en las células tumorales, debido a una 
regulación negativa de los niveles proteicos del factor de transcripción 
FOXM1 y por tanto, una inhibición de la interacción entre ambas proteinas. 
Además, el tratamiento combinado redujo la expresión de los marcadores 
de pluripotencialidad, Oct 3/4, Nanog, Sox-2 y Snail, en las células 
cancerosas y ello contribuyó a la disminución de la subpoblación de células 
madre tumorales (CSCs), como indicaron los ensayos de formación de 
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colonosferas. Por otro lado, el tratamiento combinado del anticuerpo 
monoclonal anti-EGFR cetuximab con celecoxib, potenció la eficacia anti-
tumoral de ambos fármacos en células de CCR y al mismo tiempo redujo la  
subpoblación de CSCs en colon debido a la alteración del eje EGFR-RAS-
FOXM1-β-catenina. Además, la expresión nuclear de FOXM1 en los 
tumores de colon se asoció significativamente con una mejor respuesta a 
terapia con cetuximab. 
 
En definitiva, los mecanismos que participan en la inhibición 
simultánea de EGFR/VEGF y COX-2 en CCR, podrían ayudar en el 
bloqueo de la progresión de CCR metastásico y mejorar la eficacia de las 
terapias existentes en esta enfermedad. Asimismo, FOXM1 puede 
constituir un posible marcador predictivo de respuesta a terapia con 
cetuximab en esta enfermedad, y subraya la importancia del eje de 
señalización EGFR-RAS-FOXM1-β-catenina en la tumorogénesis 
colorrectal. 
 
Palabras clave: cáncer de colon, angiogénesis, VEGFR, β-catenina, EGFR, 





















































1. EL CÁNCER COLORRECTAL 
1.1 Epidemiología, factores de riesgo y diagnóstico de la enfermedad 
A nivel mundial, el cáncer colorrectal (CCR) es el tercer tipo de 
cáncer más frecuente en los hombres (663000 casos/año), después del 
cáncer de próstata y de pulmón, y el segundo cáncer más frecuente en 
mujeres (571.000 casos/año), después del cáncer de mama. En definitiva, el  
CCR representa aproximadamente el 10% de las muertes por cáncer 
(American Cancer Society, 2013) a nivel mundial. En Europa, el CCR es el 
tercer cáncer más común y es una de las principales causas de muerte por 
cáncer. Se estima que cada año ocurren más de 400.000 nuevos casos y 
200.000 muertes debido al CCR, lo que representa una tasa estandarizada 
por edad de 29,6 y 13,3 por 100.000, respectivamente (Ferlay et al., 2013). 
Se ha estimado que Europa está sometida a un incremento anual mínimo de 
0,5% en la incidencia del CCR. España se sitúa ligeramente por encima de 
la media Europea en términos de tasa de incidencia de CCR (Ferlay et al., 
2013) con 30,4 casos por cada 100.000 habitantes, aunque la tasa de 
mortalidad media es 13,3 por 100.000. La Organización Mundial de la 
Salud estima en 2030 un aumento del 77% en el número de nuevos casos 
diagnosticados de CCR y un aumento del 80% en la tasa de mortalidad por 
cáncer colorrectal (Karsa et al., 2010, Report, 2008). 
Se han identificado  varios factores de riesgo que pueden aumentar 
las probabilidades de desarrollar CCR. Estos factores están relacionados 
con el estilo de vida, tales como la dieta, el peso, el ejercicio, el consumo 
de alcohol y tabaco. La edad, la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa y 
el historial familiar de CCR o pólipos adenomatosos incrementan la 
probabilidad de padecer CCR (Thompson and Gerner, 2009).  
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En la práctica clínica, el CCR se clasifica en tres grupos: 
§ CCR hereditario (2-5%): Son síndromes gastrointestinales 
hereditarios autosómicos dominantes. Entre ellos se encuentran 
la FAP (Poliposis Adenomatosa Familiar), que representa 
menos del 1% de los casos de CCR, el cáncer colorrectal 
hereditario no poliploideo (HNPCC) o síndrome de Lynch (2-
5%) y la poliposis asociada al gen MYH con menos del 1% de 
los casos de CCR (Farrington et al., 2005). 
§ CCR familiar (10-30%), definido por la presencia de 
antecedentes familiares pero sin que se cumplan los criterios 
diagnósticos o moleculares de las formas hereditarias (Pinol et 
al., 2005).  
§ CCR esporádico (70-80%): En la mayoría de los casos aparece 
de forma espontánea, indicando que existe un riesgo ambiental 
muy elevado que incide directamente sobre el desarrollo de este 
tipo de cáncer (Potter, 1999).  
 
El diagnóstico precoz del CCR se facilita mediante la detección 
selectiva de sangre oculta en heces siendo la sensibilidad y especificidad de 
dicha técnica baja, en torno al 50% en ambos casos. La colonoscopia es 
otra prueba más sensible y específica que permite además obtener la 
biopsia del tumor y la extirpación de pólipos (Carrion et al., 2010). 
 
2. PATOGÉNESIS DEL CÁNCER COLORRECTAL 
 
Para comprender la fisiopatología del CCR, es necesario entender la 




lo largo del epitelio intestinal del colon. La carcinogénesis colorrectal es un 
proceso multifactorial influenciado por factores ambientales, genéticos y 
epigenéticos, dando lugar a la transformación de la mucosa colónica en un 
cáncer invasivo (Marchal J.A et al., 2008). La mucosa colorrectal posee en 
su superficie un gran número invaginaciones, conocidas como criptas de 
Lieberkuhn (Figura 1), donde se produce de forma continuada la 
renovación del epitelio mediante una serie de procesos orquestados en los 
que se incluyen proliferación, diferenciación y migración celular desde la 
cripta hacia la luz intestinal (Potten and Loeffler, 1990). Este epitelio sufre 
un rápido y efectivo recambio que depende de las células madre 
pluripotentes (stem cells) que se disponen ocupando la base de la cripta. 
Estas células son las encargadas de la rápida regeneración de los 
progenitores celulares que se sitúan en la zona media de la cripta y que se 
denominan células de amplificación de tránsito, que se diferencian en los 
cuatro tipos principales de células epiteliales maduras: células caliciformes, 
enterocitos, células enteroendocrinas y células de Paneth (Figura 1). En la 
superficie intestinal las células que forman el epitelio sufren procesos de 
extrusión y de apoptosis, eliminándose las células viejas o dañadas. Este 
proceso de recambio del epitelio completo ocurre aproximadamente cada 5-
7 días  (Barker, 2014). 
 
Los procesos de proliferación y diferenciación están íntimamente 
acoplados en las células intestinales de la cripta colónica mediante la ruta 
de señalización Wnt/β-catenina, que actúa como un interruptor entre ambos 
procesos. Existen evidencias que indican que las alteraciones que tienen 
lugar durante la transformación neoplásica ocurren en estadíos del proceso 
de diferenciación donde las células deben decidir su destino en el tejido: 
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continuar en el compartimento proliferativo o migrar hacia el 
compartimento terminalmente diferenciado (van de Wetering et al., 2002). 
 
 
Figura 1. Arquitectura del epitelio colónico: unidad funcional del epitelio intestinal y el 
proceso de amplificación y diferenciación celular (Badman and Flier, 2005) 
 
Se han descrito dos rutas principales de carcinogénesis en el CCR: 
 
1. La vía supresora o de inestabilidad cromosómica (CIN) sigue la 
primera ruta propuesta por Fearon et. al. (Fearon and Vogelstein, 1990) 
(figura 2). Esta ruta se caracteriza por varias alteraciones genéticas bien 
definidas, tales como las mutaciones en los genes APC (Adenomatous 
polyposis coli), K-Ras y TP53, que participan en la evolución adenoma-
carcinoma (Tomlinson et al., 1997). El producto del gen APC tiene como 
diana la destrucción de β-catenina y survivina. La mutación APC (en el 




catenina (activador transcripcional de la proliferación) y de survivina 
(inhibidor de apoptosis), alterando la ruta Wnt de señalización celular que 
modula genes implicados en proliferación, diferenciación celular, 
migración y apoptosis, permitiendo a los progenitores gastrointestinales 
seguir proliferando, evitando la muerte celular (Vermeulen et al., 2008, 
Todaro et al., 2010). Las mutaciones activadoras en K-Ras presentes en un 
40-50% de los casos de CCR, han mostrado hiperactivar la ruta Wnt/β-
catenina en un fondo genético caracterizado por la pérdida de APC, 
provocando una desregulación y transformación celular, y aumentando la 
proliferación y el potencial metastático (Moon et al., 2014). Por otro lado, 
en un 50% de tumores de CCR la pérdida de funcionalidad de TP53 por 
mutación impide la inducción de apoptosis o la detención del ciclo celular 
en células con graves alteraciones genómicas, y constituye un evento 
molecular relativamente tardío en el curso de la enfermedad. La 
acumulación de estas alteraciones moleculares, independientemente del 
orden adquiridas, son las responsables de la transformación neoplásica 
(Rustgi, 1994). Esta ruta es característica de la FAP. 
 
2. La ruta mutadora o de inestabilidad de microsatélites (MSI) se 
caracteriza por la acumulación de errores durante la replicación del ADN 
debido a la presencia de mutaciones en genes reparadores del ADN  
(MSH2, MLH1, MSH6, entre otros) (Boland et al., 2000). Estos errores en 
la replicación del ADN ocurren predominantemente en secuencias 
repetitivas del ADN (microsatélites) dispersas en el genoma, dando lugar a 
mutaciones en varios genes diana. Esta ruta es característica del cáncer 
colorrectal hereditario no polipoideo (HNPCC) o síndrome de Lynch 
(Rustgi, 1994). Estos tumores se caracterizan histológicamente por un 
incremento en la infiltración linfocitaria (enfermedad de Crohn) y son 
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tumores mucinosos y pobremente diferenciados (Jass, 2004). 
 
Figura 2. Secuencia clásica de evolución adenoma-carcinoma (modificado a partir del 
modelo de Fearon y Vogelstein, 1990). Parte superior: cortes histológicos mostrando la 
progresión desde un epitelio normal hasta un carcinoma. Parte inferior: secuencia de 
eventos moleculares en la evolución adenoma-carcinoma (modificado de Annie Young, 
2011) 
 
Los tumores en esta vía se producen con más frecuencia en mujeres y 
personas de edad avanzada, se localizan preferentemente en el colon 
derecho y no se benefician del tratamiento con 5-fluorouracilo (5-FU). 




lesiones pre-malignas son del tipo “serrado”, muestran mutaciones en el 
gen B-RAF, con inestabilidad en microsatélites y metilaciones en islas CpG 




Figura 3. Vía serrada de tumorogénesis intestinal Parte superior: cortes histológicos 
mostrando la progresión desde un epitelio normal hasta un carcinoma, con lesiones pre-
malignas del tipo serrado. Parte inferior: secuencia de eventos genéticos y epigenéticos 
que caracterizan a esta evolución adenoma-carcinoma (Annie Young, 2011) 
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3. CLASIFICACIÓN DIAGNÓSTICA Y PRONÓSTICA DEL 
CÁNCER COLORRECTAL 
 
La supervivencia de los pacientes con CCR depende 
fundamentalmente del estadío tumoral en el momento del diagnóstico 
(Figura 4)¸ que está determinado por la extensión tumoral. Dukes describió 
en 1930 la primera clasificación para el cáncer de recto (Dukes, 1930, 
Dukes, 1937), que relacionaba el pronóstico de la enfermedad con la 
profundidad de la invasión tumoral en la pared del colon, describiendo 3 
etapas. Sin embargo este sistema de clasificación está en desuso debido a 
su poca precisión, ya que la clasificación es muy simple y no tiene en 
cuenta todas las variables, dificultando la correcta estadificación del tumor 
y ocasionando pronósticos poco fiables. 
Por otro lado, aunque se han descrito varias clasificaciones para 
estadificar el CCR, el American Joint Committee on Cancer (AJCC) y la 
Unión Internacional contra el Cáncer (UICC) han establecido que los 
sistema de clasificación TNM  (Tumour Node Metastasis) y el de Astler-
Coller (Astler and Coller, 1954) (modificado a partir de la clasificación de 
Dukes) son los más precisos y los más empleados actualmente a la hora de 
determinar el pronóstico de la enfermedad y el tratamiento más adecuado 
(Figura 4). Los tumores que se limitan a la mucosa o submucosa (las 3 
primeras capas) se clasifican como T1. Cuando una lesión invade la 
muscularis propia (cuarta capa) pero no la penetran y mantienen el margen 
externo se clasifican como T2. Cuando la lesión penetra la pared rectal, con 
márgenes irregulares o presencia de digitalizaciones extendiéndose más allá 
de las cinco capas se considera T3 y por último, cuando el tumor invade 






Figura 4. Clasificación de Dukes modificada por Astler-Coller. Sistema TNM para 
clasificar el estadiaje en la carcinogénesis colorrectal (Winslow, 2005) 
 
Actualmente el sistema de clasificación de tumores TNM sigue 
siendo el mejor método para la estratificación de los pacientes con CCR en 
subgrupos pronósticos (¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.), 
y es considerado como una base sólida para la gestión del tratamiento 
(Lugli et al., 2012). 
 
4. PRINCIPALES GENES Y RUTAS INTRACELULARES 
ASOCIADAS AL DESARROLLO TUMORAL EN CÁNCER 
COLORRECTAL 
4.1. APC y β-catenina. Ruta de señalización Wnt 
El gen supresor tumoral APC se encuentra mutado en más del 70% 
de los tumores colorrectales. Esta mutación se considera el evento más 
temprano en la secuencia adenoma-carcinoma y juega un papel crítico en el 
desarrollo de este tipo de cáncer (Hahn et al., 1998) (figura 5). El principal 
avance en la compresión de la función de APC se realizó estudiando su 
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interacción con β-catenina y con la glicógeno sintetasa quinasa-3 β (GSK-3 
β) como componentes de la vía de señalización Wnt (Kinzler and 
Vogelstein, 1996). 	
Tabla 1: Clasificación del CCR según la AJCC y relación con la clasificación de 
Dukes. T. Tumor primario en donde Tis: carcinoma in situ, T1: invasión de la submucosa, 
T2: de la muscularis propia, T3: de los tejidos pericolorrectales a través de la muscularis 
propia, T4a: invasión al tejido peritoneal, T4b: invasión o adherencia a otros órganos o 
estructuras. N: ganglios linfáticos regionales; N0 o no afectación, N1 de 1 a 3 siendo N1a, 
en 1, N1b de 2 a 3 y N1c sin afectación aunque con gran avance, hasta N2 en ≥ 4 afectos 
siendo N2a en 4 a 6 y N2b en más de 7. M: afectación metastásica, o fuera del órgano 
afecto, siendo M0 sin metástasis y M1 con ella diferenciándose M1a a un órgano y en M1b 





En la tabla 1 vemos un resumen de la relación entre ambas 
clasificaciones así como las características de cada estadio. 
 
Clasificación de TNM 
Clasificación de 
Dukes 
Estadío T N M Estadío 
0 Tis N0 M0 - 
I 
T1 N0 M0 A 
T2 N0 M0 A 
IIA T3 N0 M0 B 
IIB T4a N0 M0 B 
IIC T4b N0 M0 B 
IIIA 
T1-T2 N1/N1c M0 C 
T1 N2a M0 C 
IIIB 
T3-T4a N1/N1c M0 C 
T2-T3 N2a M0 C 
T1-T2 N2b M0 C 
IIIC 
T4a N2a M0 C 
T3-T4a N2b M0 C 
T4b N1-N2 M0 C 
IVA Cualquier T Cualquier N M1a D 
IVB Cualquier T Cualquier N M1b D 
 
Tabla 1: Clasificación del CCR según la AJCC y relación con la clasificación de 
Dukes. T. Tumor primario en donde Tis: carcinoma in situ, T1: invasión de la 
submucosa, T2: de la muscularis propia, T3: de los tejidos pericolorrectales a través 
de la muscularis propia, T4a: invasión al tejido peritoneal, T4b: invasión o adherencia 
a otros organos o estructuras. N: ganglios linfáticos regionales; N0 o no afectación, 
N1 de 1 a 3 siendo N1a, en 1, N1b de 2 a 3 y N1c sin afectación aunque con gran 
avance, hasta N2 en  ≥ 4 afectos siendo N2a en 4 a 6 y N2b en más de 7. M: 
afectación metastásica, o fuera del órgano afecto, siendo M0 sin metástasis y M1 con 
ella diferenciándose M1a a un órgano y en M1b a más de un órgano. Tabla 












Figura 5. Ruta de señalización celular Wnt. El cuadro de la izquierda representa la 
inactivación de la ruta mediante la fosforilación de β-Catenina y su posterior degradación 
en el proteosoma. El cuadro de la derecha representa la ruta activada, con la entrada de β-
Catenina al núcleo y la transcripción de los genes diana específicos (Ramos-Solano et al., 
2015). 
 
En condiciones normales en el citoplasma de una célula, APC junto 
con GSK-3β se unen a β-catenina, que es fosforilada para su posterior 
degradación por el proteosoma (Rubinfeld et al., 1996). Diversas 
mutaciones en APC evitan su unión a β-catenina, que queda libre en el 
citoplasma para translocar al núcleo donde forma un complejo con el factor 
de células T (TCF) y activa la expresión de los oncogenes c-Myc y ciclina 
D1, entre otros.  La β-catenina libre también puede unirse a β-catenina, que 
está unida a la región citoplasmática de E-cadherina, una proteína 
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transmembrana cuya región extracelular se une con las células vecinas 
provocando la adhesión intercelular (Polakis et al., 1999).  Por otro lado, se 
han identificado también mutaciones en CTNNB1 (gen que codifica β-
catenina) localizadas en los residuos susceptibles de fosforilación por GSK-
3β, y que también provocan la acumulación de β-catenina. Se piensa que 
las mutaciones en CTNNB1 tienen importancia en la pequeña proporción 
de cánceres colorrectales que carecen de mutaciones en APC (Wong and 
Pignatelli, 2002). 
 
4.2. Rutas de señalización celulares dirigidas por el receptor de 
crecimiento epidérmico (EGFR) 
El receptor de crecimiento epidérmico, EGFR, es miembro de la 
familia erb-B de receptores tirosina quinasa y está codificado por el gen 
EGFR, también conocido como HER1, ERBB1 o protooncogén c-ErbB1 
(figura 6). El receptor EGFR es una glicoproteína compuesta por un 
dominio extracelular de unión al ligando, un dominio transmembrana y un 
dominio intracelular con actividad tirosina quinasa. EGFR se activa por 
unión a numerosos ligandos, incluidos el factor de crecimiento epidérmico 
(EGF), el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-α), anfiregulina y 
epiregulina, entre otros. La unión del ligando a su receptor promueve la 
dimerización del mismo y la autofosforilación del receptor a través de su 
actividad tirosina quinasa intrínseca, que a su vez regula las rutas 
intracelulares RAS/RAF/MAPK y PI3K/Akt/mTor que dirigen la 
proliferación y supervivencia celular, angiogénesis, invasión y metástasis 
(Ciardiello and Tortora, 2008). El EGFR se encuentra sobreexpresado en la 
mayoría de los tumores de CCR y esta sobreexpresión se asocia a una baja 




(Tabernero et al., 2004, Parsons et al., 2005). 
 
 
Figura 6. Rutas dirigidas por EGFR: EGFR dirige la ruta de proliferación celular RAS-
RAF-MAPK y la ruta de supervivencia celular PI3K-Akt-mTor (Hernández-Losa, 2012) 
 
 
Las mutaciones oncogénicas en RAS y RAF también activan la ruta 
de señalización celular de proteínas quinasas activadoras de mitógenos 
(MAPK), y ocurren en el 37% y 13% de los casos de CCRs, 
respectivamente. (Barault et al., 2008). El gen K-Ras (situado en el 
cromosoma 12) codifica una G-proteína, que participa en  la cascada de 
señalización regulada por EGFR, y que tiene dos formas: una activa (Ras-
GTP) y otra inactiva (Ras-GDP). Las mutaciones de K-Ras (especialmente 
las situadas en el codón 12) generan una sustitución de un aminoácido 
(Gly12Val) que determinan una activación constitutiva del gen en forma 
GTP y por tanto una transmisión de la señal de manera continua en la 
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cascada de RAS-RAF-MAPK. Esta activación determina un crecimiento 
anormal celular al aumentar su capacidad proliferativa. Hoy se sabe además 
que las mutaciones de K-Ras son un evento molecular temprano de la 
carcinogénesis del CCR relacionadas con la progresión y el desarrollo del 
CCR (Lievre et al., 2006, Aoki et al., 2008). 
Las proteínas RAF participan en la vía de señalización 
KRAS/BRAF/MEK/ERK, y median la respuesta celular a señales de 
crecimiento. B-RAF es una serina-treonina quinasa efectora de Ras. Las 
mutaciones en B-RAF son excluyentes con las mutaciones de K-RAS y 
parecen tener un interesante valor predictivo (Siena et al., 2009). Las 
alteraciones de B-RAF se describen asociadas a la vía MSI de la 
tumorogénesis colorrectal, siendo la mutación V600E, localizada en el 
exón 15, la más frecuentemente identificada en este tipo de tumores 
(Maestro et al., 2007).  
Finalmente, un tercio de los cánceres colorrectales presentan 
mutaciones somáticas en la subunidad catalítica de la fosfatidil-inositol 3-
quinasa (PI3K) (Samuels et al., 2004). Con menos frecuencia se da la 
pérdida de PTEN, un inhibidor de la señalización de PI3K, aumentando 
tanto la activación del receptor de insulina 2 (IRS2), como de AKT 
(Parsons et al., 2005). 
4.3. El factor del crecimiento endotelial vascular y su receptor 
(VEGF/VEGFR): papel en la angiogénesis del CCR 
El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), fue identificado 
en los años 80 como un factor de crecimiento con actividad mitógena 
altamente específica para las células endoteliales (ECs) (Dvorak, 2005). La 
familia del VEGF incluye las proteínas VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, 




VEGF-A165, el principal transductor de señales de los distintos tipos de 
VEGF (Sullivan and Brekken, 2010). Las diferentes isoformas de VEGF se 
unen a tres  receptores tirosina quinasa (TK) diferentes: VEGFR1 (Flt-1), 
VEGFR2 (Flk-1/KDR), y VEGFR3 altamente expresados en muchos tipos 
de tumores, incluyendo el CCR y que se expresan tanto en el endotelio 
linfático como vascular (Mathonnet et al., 2014).  
El concepto de angiogénesis fue propuesto por Judah Folkman en 
1971 como el proceso biológico por el cual se forman nuevos capilares a 
partir de vasos preexistentes. La angiogénesis es esencial en muchos 
procesos fisiológicos tales como la embriogénesis, la ovulación, la 
cicatrización de heridas y en otros procesos patológicos tales como la 
artritis, la retinopatía diabética y la formación de tumores (Folkman, 1971, 
Dvorak, 2005). En enfermedades malignas como el cáncer, la angiogénesis 
depende de un equilibrio entre las moléculas pro-angiogénicas y anti-
angiogénicas, que tienen actividad reguladora positiva y negativa, 
respectivamente (Bhadada et al., 2011). 
VEGFR2, es el principal mediador de la vía de señalización 
angiogénica inducida por VEGF. Es un receptor transmembrana tipo II que 
se expresa en las células endoteliales y en las células progenitoras 
endoteliales derivadas de médula ósea. VEGFR2 une todas las isoformas 
del VEGF-A, VEGF-C y VEGF-D. La afinidad de unión de VEGF a sus 
receptores VEGFR-1 y VEGFR-2 se incrementa por la presencia de los co-
receptores no enzimáticos neuropilina (NRP) NRP-1 y NRP-2 que 
aumentan su afinidad al receptor VEGFR hasta 10 veces. Dado que la 
expresión de los receptores NRP se correlaciona con la agresividad del 
tumor y de mal pronóstico, estas moléculas se estudian actualmente como 




En definitiva, la unión de VEGF-A a VEGFR2 induce la 
dimerización del receptor y la siguiente autofosforilación de los dominios 
TK intracelulares que conducen a la activación simultánea de las rutas 
RAS/RAF/MAPK y PI3K/Akt/mTor, provocando la proliferación celular y 
la supervivencia de las células endoteliales (Ho and Kuo, 2007, Kowanetz 
and Ferrara, 2006). La expresión prolongada del VEGF conduce al 
desarrollo y mantenimiento de una red vascular que promueve el 
crecimiento tumoral y la metástasis. Factores tales como la hipoxia, 
citoquinas inflamatorias, bajo pH, la inactivación de genes supresores de 
tumores específicos (PTEN, p53 y VHL) o la activación de oncogenes 
(RAS, SRC, EGFR y HER2) provocan un aumento de la producción de 
VEGF (Dvorak, 2005). 
 
4.4. Ciclo-oxigenasa-2 (COX-2) y la regulación aberrante de la síntesis 
de prostaglandinas en CCR 
La ciclo-oxigenasa (COX o prostaglandina-endoperóxido sintasa) es 
la enzima responsable de la producción de prostaglandinas (PGs) y otros 
eicosanoides (Figura 7). Existen 2 isoformas de la enzima COX: la 
isoforma COX-1 que se expresa constitutivamente en tejidos normales, 
mantiene la integridad de la mucosa y juega un papel central en la 
agregación plaquetaria y en la citoprotección gástrica (Hao et al., 1999, 
FitzGerald and Patrono, 2001). Por otra parte, el gen que codifica para la 
isoforma COX-2 es un gen de respuesta temprana que es altamente 
inducible por estímulos neoplásicos e inflamatorios y se encuentra 
significativamente sobreexpresado en carcinomas colorrectales, lo que la 
convierte a la enzima COX-2 en una interesante diana terapeútica 




CCR han demostrado que la inhibición de COX-2 por fármacos anti-
inflamatorios no esteroideos impide el desarrollo de nuevos adenomas y 




Vía de señalización regulada por Cyclo-oxygenasa (COX)  
 
Figura 7. Papel de la ciclo-oxygenasa-2 en el desarrollo tumoral del CCR  
(modificada de Seibert et al., 1999) 
 
4.5. El papel de la COX-2 en la angiogénesis y la progresión tumoral 
El ligando VEGF además de ser un mitógeno específico de las células 
endoteliales (ECs) que promueve la permeabilidad vascular y estimula la 
angiogénesis in vivo, también induce la síntesis de PGs (Sheehan et al., 
1999). De hecho, varios estudios muestran el papel de las PGs y COX en el 
proceso angiogénico. En el caso de los tumores de colon, se postula que 
ambas isoformas COX-1 y COX-2 son responsables del incremento de la 
síntesis de PGs en respuesta al VEGF secretado por las ECs durante el 
II. Introducción 		
	36 
proceso angiogénico (Figura 8) (Williams et al., 2000). En resumen, 
VEGF induce la expresión de COX, que a su vez modula la proliferación 
de las ECs y el proceso de angiogénesis (Murphy and Fitzgerald, 2001). 
 
 
Figura 8. Modelo de angiogénesis tumoral mediada por la ciclooxigenasa-2 
(modificado de Murphy and Fitzgerald, 2001) 
 
5. CÉLULAS MADRE TUMORALES EN EL CÁNCER 
COLORRECTAL 
 
Las células madre tumorales (cancer stem cells, CSCs) se 
diferencian de las células madre normales en que tienen actividad 
tumorigénica y son conocidas como “células iniciadoras del tumor” o 
“células oncogénicas”. Las CSCs se caracterizan por presentar similares 




utilizar las mismas vías de señalización que las células madre normales 
(figura 9) (Clarke et al., 2006). Fueron identificadas en 1997 cuando 
Bonnet y Dick demostraron que sólo las células CD34+/CD38- derivadas 
de pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) podrían iniciar 
neoplasias hematopoyéticas en ratones inmunodeficientes NOD/SCID 
(Bonnet and Dick, 1997). Desde entonces, las CSCs se han identificado en 
un gran número de tumores sólidos, incluyendo el CCR (Boman and 
Huang, 2008). Actualmente se considera a los tumores como complejos 
sistemas heterogéneos con una organización diferenciada, proponiéndose 
un modelo jerárquico tumoral, en el que las células tumorales son 
heterogéneas y, sólo una pequeña población celular que está en la cima de 
la pirámide jerárquica, es responsable de iniciar y mantener el crecimiento 
tumoral (Visvader and Lindeman, 2012). Este pequeño subconjunto de 
CSCs presentan un potencial dual: capacidad de auto-renovación y 
capacidad de generar el resto de la masa tumoral. La capacidad de 
autorenovación de las CSCs permitiría la homeostasis y el mantenimiento 
del tumor, en una manera similar a como las células madre normales lo 
hacen en los tejidos normales, pudiendo proliferar de forma indefinida, 
generando metástasis a partir de un número bajo de dichas células. En la 
práctica clínica, la quimioterapia óptima elimina la mayoría de las células 
en tumores sólidos, sin embargo las CSCs adquieren cambios, tales como la 
quiescencia y la expresión de transportadores de membrana que bombean 
los fármacos hacia fuera de las células (Crea et al., 2009), confiriendo 
resistencia a los fármacos y por lo tanto,  una ventaja selectiva que con el 
tiempo generará una nueva población de células cancerosas 
quimiorresistentes (Ahmed et al., 2013). Por todo esto, las células madre 
tumorales representan una diana muy importante para el tratamiento contra 







Fármacos dirigidos  
a células tumorales 
No a CSCs  
 
Fármacos dirigidos a 
CSCs 
El tumor pierde la  




Figura 9. Modelo de células madre tumorales (cancer stem cells, CSCs). Esquema 
representativo de la diferencia entre el uso de tratamientos convencionales respecto a 
tratamientos dirigidos a células madre tumorales (CSCs). Las terapias convencionales 
como la quimioterapia son capaces de eliminar un importante masa tumoral pero no afecta 
a aquéllas células tumorales con fenotipo stem, responsables de la recidiva tumoral 
(Izqda). Por otro lado, las terapias específicas contra las CSCs conllevan una lenta 
regresión del tumor, pero una terapia combinada (anti-CSCs + quimioterapia) sería más 
efectiva en la erradicación del tumor (Dcha.) (Eguiara, 2012) 
 
5.1. Mecanismos moleculares que regulan a las CSCs en cáncer 
colorrectal. 
En el CCR, las células distribuidas a lo largo de la cripta colónica 
tienen diferente grado de diferenciación, situándose las menos 
diferenciadas en la base de la cripta. La hipótesis del modelo de CSCs en 
CCR sugiere que una célula madre del colon ubicada en la parte inferior de 
la cripta acumula mutaciones oncogénicas durante años o décadas y que al 
dividirse todo el nicho será colonizado por células madre mutantes (CSCs), 
y que la cripta estará formada con su progenie (Greaves et al., 2006, Ricci-




Varios biomarcadores específicos se han correlacionado con el 
fenotipo de CSCs en el CCR, tales como CD44, CD133, CD166, y LGR5, 
y su expresión está asociada con el aumento de la proliferación y la 
disminución de la diferenciación. CD44 se expresa en condiciones 
normales en la base de la cripta, pero en condiciones neoplásicas la 
distribución de CD44 se extiende a la superficie luminal. La expresión de 
CD133 parece estar restringida a las células no diferenciadas, incluyendo 
células endoteliales progenitoras, células madre hematopoyéticas, células 
madre epiteliales prostáticas, y leucémicas (Boman and Huang, 2008). 
Otras proteínas que se han propuesto como marcadores de células madre en 
el intestino son los antígenos epiteliales CD24, CD34, CXCR4, CD29, el 
antígeno específico epitelial (ESA), la molécula de adhesión celular 
epitelial EpCAM (Vermeulen et al., 2008, Dalerba et al., 2007, Ricci-
Vitiani et al., 2007, O'Brien et al., 2007), la proteína de unión Musashi-1 
(Msi-1) que está involucrada en la división asimétrica, el receptor Hes1, 
que es un represor transcripcional transactivado por Msi-1, las subunidades 
de las integrinas α2 y α1, los receptores EphB2 y EphB3 que regulan la 
migración y proliferación en el epitelio intestinal, Bmi-1, un factor 
implicado en la auto-renovación hematopoyética y de células madre 
neurales, la β-catenina nuclear, LGR5 (receptor acoplado a proteína G) y la 
aldehído deshidrogenasa 1, ALDH1 (Barker et al., 2007, Huang et al., 
2009, Sangiorgi and Capecchi, 2008, Nishimura et al., 2003, Kayahara et 
al., 2003, Fujimoto et al., 2002, Holmberg et al., 2006). 
La señalización Wnt es esencial para la regulación de la auto-
renovación, la proliferación y diferenciación de las CSCs en CCR. En el 
caso de las CSCs, la señalización Wnt está constitutivamente activada 
dando lugar a una proliferación descontrolada de las células de la cripta 
colónica (Huang and He, 2008, Nusse, 2008, Espada et al., 2009, Ling et 
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al., 2009). Por otro lado, el aumento de producción de TGF-β actúa sobre 
las células estromales circundantes, células inmunes, células endoteliales y 
de músculo liso, causando inmunosupresión y angiogénesis, lo que hace 
que el tumor sea más invasivo (Li and Neaves, 2006). 
5.2. Subtipos moleculares en cáncer de colon 
Actualmente y debido a los nuevos determinantes de heterogeneidad 
existentes entre pacientes de CCR es necesario un cambio en el tratamiento 
del cáncer hacia terapias más personalizadas. Por ello varios estudios han 
desarrollado nuevas clasificaciones de CCR basándose en firmas de 
expresión génicas para caracterizar los distintos subtipos de CCR 
existentes, lo que podrían impactar en gran medida en la práctica clínica 
(De Sousa et al., 2013, Sadanandam et al., 2013). 
Por un lado, en uno de estos estudios (De Sousa et al., 2013), se ha 
generado una clasificación de CCR que divide en 3, los principales subtipos 
de cáncer de colon (Colon Cancer Subtypes, CCSs). Con este método, los 
tumores (y también las líneas celulares de cáncer de colon) se clasifican en 
tres principales subtipos (CCS1, CCS2 y CCS3). El subtipo CCS1 está 
asociado con mutaciones K-RAS y/o TP53, por lo que representa un grupo 
bien definido de tumores con inestabilidad cromosómica (CIN). El subtipo 
CCS2, está asociado con un estado de inestabilidad de microsatélites (MSI) 
y fenotipo metilador en islas CpG (CIMP). El subtipo CCS3 es 
heterogéneo respecto al estatus MSI y CIMP, y contiene una gran 
proporción de pacientes con mutaciones K-RAS y B-RAF, pudiendo ser 
clasificado atendiendo a otros parámetros. En este último grupo, la vía de 
señalización TGF-β está hiperactiva, estimulando la remodelación de la 
matriz, migración celular y transición epitelio-mesénquima. Los tumores 




mientras que los tumores CCS2-MSI se distribuyen mayormente en el 
derecho. Los tumores CCS3 se distribuyen a lo largo de todo el colon, son 
resistentes a terapia con cetuximab (anti-EGFR) e histológicamente están 
pobremente diferenciados. Este último subgrupo presenta una peor 
prognosis y en más del 50% de los casos aparece recurrencia del tumor en 2 
años (De Sousa et al., 2013). De forma independiente, otro estudio 
(Sadanandam et al., 2013) ha propuesto otra clasificación que define 5 
subtipos de CCR clínicamente relevantes (Tabla 2), nombrados por los 
principales genes expresados en cada uno: el subtipo goblet-like, que está 
definido por alta expresión de genes MUC2 y TFF3; el subtipo enterocyte 
por la alta expresión de genes específicos de enterocito; el subtipo stem-
like por alta expresión de la ruta Wnt y de genes stem, mesenquimales y 
mioepiteliales, y la baja expresión de marcadores de diferenciación; el 
subtipo inflamatorio, definido por alta expresión de quimioquinas e 
interferón; y el subtipo transit-amplifying (TA) caracterizado por la  
expresión variable de genes stem y genes de la vía Wnt. Este último está 
dividido en dos subgrupos: un subgrupo TA sensible a cetuximab (CS-TA), 
que expresa altos niveles de ligandos del receptor EGFR, y otro subgrupo 
TA, resistente a cetuximab (CR-TA) que sobreexpresa el gen filamina A 
(Figura 10). Mientras que los tumores del subtipo stem-like están 
asociados con la firma génica de células de la base de la cripta, los subtipos 
goblet-like y TA lo están con los de la parte superior de la misma 
(Sadanandam et al., 2013). Existe una asociación importante entre los 
diferentes subtipos y la supervivencia libre de enfermedad, siendo esta la 
más corta para el subtipo stem-like. Para los subtipos inflamatorio y 
enterocito la supervivencia es intermedia y los subtipos goblet-like y TA 
presentan una buena prognosis. Del mismo modo, hay una asociación entre 
los diferentes subtipos y la respuesta a terapia, siendo el subtipo stem-like 
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el que más responde a quimio o quimioradioterapia adyuvante, mientras 
que los subtipos goblet-like y TA no se beneficiarían de estos tratamientos 
















Figura 10. Clasificación de Sadanandam. Subtipos de CCR relacionados con la 
ubicación en el cripta colónica y la señalización wnt/β-catenina 
 
 Debido a la gran controversia que han originado los dos sistemas 
clasificadores del CCR anteriormente descritos, se han comparado para 
definir un método común de clasificación que concuerde con ambos 
estudios independientes. Como resultado de esta comparación, se ha 
determinado que los subtipos TA y enterocito forman parte del subtipo 
CCS1, mientras que el subtipo CCS2  abarca los subtipos inflamatorio y 
goblet-like. El CCS3 está muy relacionado con el subtipo stem-like 




Dado los diversos estudios que describen distintos subtipos 
moleculares en CCR, se ha creado recientemente el consorcio “Colorectal 
Cancer Subtyping Consortium” (CRCSC) que permite el intercambio de 
datos y su meta-análisis con el objetivo de establecer un modelo de 
consenso de subtipos y facilitar la traslación a la clínica. Así, tras analizar 
alrededor de 5.000 muestras, en su mayoría en estadio II y III, muy 
recientemente se ha publicado un estudio que (Guinney et al., 2015) 
describe cuatro subtipos moleculares de consenso (CMS1-4): el subtipo 
CMS1, con MSI, hipermutado y fuerte activación de la vía inmune; el 
subtipo CMS2, con marcadores epiteliales y fuerte activación de las rutas 
Wnt/MYC; el subtipo CMS3: epitelial y con desregulación metabólica; y el 
subtipo CMS4, caracterizada por la sobreexpresión de la señalización 
mesenquimal/TGF-β, invasión estromal y angiogénesis. Sin embargo, se 
necesitarán más estudios que confirmen o no la utilidad clínica de estos 
nuevos subtipos moleculares descritos. 
Es interesante resaltar que aunque los estudios publicados hasta la 
fecha difieren en el número de subtipos identificados, todos ellos coinciden 
en señalar la existencia de un subgrupo de tumores con peor pronóstico y 
que está asociado a la expresión de genes stem y mesenquimales (subgrupo 
“stem-like”, CCS3 y CMS4, respectivamente en las tres clasificaciones 
descritas). 
 
6. TRATAMIENTO DEL CÁNCER COLORRECTAL 
6.1. Terapia convencional 
Hay diferentes modalidades de tratamiento que se han propuesto para 
los pacientes con CCR. El 60-70 % de los pacientes afectos de CCR se 
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diagnostican en estadíos localizados, estadío II y III. En estos casos se 
realiza cirugía abierta de resección del tumor primario y de los ganglios 
linfáticos regionales (CCR resecables). La cirugía puede ser curativa, no 
obstante, el porcentaje de recaídas es elevado, siendo la supervivencia 
global (SG) a 5 años del 60-80% en el caso de los pacientes en estadío II y 
del 30 al 60% en el estadío III. Precisamente, con la intención de reducir el 
porcentaje de recaídas, tras la cirugía, según el estadío tumoral, será 
necesario además aplicar un tratamiento con quimioterapia (QT) adyuvante 
consiguiendo aumentar así la SG de estos pacientes (Manich CS, 2007). 
Un tercio de los pacientes presentan metástasis al diagnóstico pero, 
desgraciadamente, aproximadamente la mitad de los que se diagnostican en 
estadíos precoces evolucionan a este estado en el transcurso de su 
enfermedad (Venook, 2005). En el manejo del paciente con CCR 
metastásico (CCRm), o en estadío IV, la estrategia terapéutica se basa en el 
manejo multidisciplinar del paciente (Manich CS, 2007). Los pacientes con 
metástasis irresecables podrían pasar a metástasis resecables y ser 
adecuadas para su extirpación quirúrgica cuando su volumen se reduce 
mediante quimioterapia. Es, por consiguiente, de importancia crítica, 
determinar si el paciente presenta una enfermedad irresecable, pero que 
puede convertirse en resecable después de la quimioterapia (McCourt et al., 
2009). Hasta hace pocos años, la SG de un paciente diagnosticado de 
CCRm era de 6 meses. Con los grandes avances realizados en los últimos 
años y con la introducción de nuevos fármacos, esta SG ha aumentado 
hasta aproximadamente los 30 meses.  
En la figura 11 se muestra una evolución de las distintas terapias en 
CCR y su impacto en la supervivencia de los pacientes.  Durante más de 40 




las fluoropirimidinas, siendo el 5- fluorouracilo (5-FU) el estándar de 
tratamiento para la mayoría de los tumores sólidos. El principal mecanismo 
de acción de este compuesto consiste en la inhibición competitiva de la 
timidilato sintetasa (TS), importante para la síntesis de la timidina y su 
carencia implica que el ADN no se puede replicar, lo que inhibe la división 
celular, y por tanto, el crecimiento tumoral. El fármaco es específico 
del ciclo de fase celular, fase S (Gray et al., 2007). El 5-FU se da en 
infusión continua o en bolus (administración intravenosa a una velocidad 
rápida, pero controlada) por lo que una alternativa es usar fluoropirimidinas 
orales, siendo la Capecitabina (Xeloda®) el fármaco comercializado con 
estas características (Hofheinz et al., 2012). Tras estos fármacos, aparece el 
irinotecán, un inhibidor de la topoisomerasa 1, que desempeña un 
importante papel en el mantenimiento de la estructura del ADN durante 
la mitosis celular (Hurwitz et al., 2004). La introducción del oxaliplatino en 
la QT de tumores colorrectales metastáticos también ha representado un 
avance significativo en la lucha contra esta enfermedad.. Es un 
agente alquilante que previene la replicación y la transcripción del ADN al 
causar puentes cruzados entre las bases de ADN, y como consecuencia 
bloquea la división celular (Ehrsson H, 2002). Otro fármaco que se utiliza 
es la leucovorina (LV), también conocido como ácido folínico. Se utiliza 
como adyuvante en combinación con el 5-FU, para aumentar la eficacia del 




Figura 11. Agentes activos en el tratamiento del CCRm. En los últimos años han 
aparecido nuevos fármacos para el tratamiento del CCRm; los últimos fármacos contra 
dianas moleculares, han mejorado la supervivencia global (overall survival) de los 
pacientes (Van Cutsem et al., 2011). 
 
Se adoptan diferentes estrategias en el tratamiento del CCR 
dependiendo de la localización del tumor y el estadio. En el estadío 0, el 
tumor se halla en el revestimiento interno del colon, y se recomienda 
polipectomía (extirpación del pólipo) o colectomía (extirpación de la parte 
afectada del colon) dependiendo del tamaño del tumor (Monson et al., 
2013, Greenberg et al., 2008, Wentworth et al., 2005, Balch et al., 2006).  
En el estadío I, el tumor ha crecido a través del revestimiento interno hacia 
capas de tejido adyacentes, pero sin invadir otros tejidos ni ganglios 
linfáticos cercanos. Para este estadío, se recomienda una colectomía parcial 
(extirpación de la parte afectada del colon y de los ganglios linfáticos 
cercanos) y no es necesario terapia adicional (Endreseth et al., 2005, 




tumor ha invadido tejidos cercanos, pero sin infiltrarse en los ganglios 
linfáticos. La opción de tratamiento es una colectomía parcial junto con los 
ganglios linfáticos cercanos, además de  administrar terapia adicional según 
decisión médica. En este estadío, no hay diferencias en cuanto al tipo de 
tratamiento, además, el beneficio de la quimioterapia adyuvante es menor y 
sólo se le ofrece a los pacientes con estadío II de mal pronóstico. Las 
principales opciones de quimioterapia para esta estadío incluyen 5-FU y 
leucovorín o capecitabina, aunque también se pueden usar otras 
combinaciones (Gray et al., 2007). En el estadío III, el cáncer se ha 
propagado a los ganglios linfáticos cercanos, pero todavía no se ha 
extendido a otras partes del cuerpo. La cirugía para extirpar la sección del 
colon que contiene el cáncer junto con los ganglios linfáticos cercanos 
(colectomía parcial) seguida de quimioterapia adyuvante es el tratamiento 
convencional para esta estadío. El régimen FOLFOX (5-FU, leucovorín, y 
oxaliplatino) o el régimen CapeOx (capecitabina y oxaliplatino) se usan 
con más frecuencia, aunque algunos pacientes pueden recibir 5-FU con 
leucovorín o capecitabina sola según la edad y las necesidades de salud. 
También se recomienda la radioterapia para tratar de destruir cualquier 
célula cancerosa remanente (Gray et al., 2007, Smalley et al., 2006, 
Hofheinz et al., 2012). En el estadío IV,  el cáncer se ha propagado desde el 
colon hasta los órganos y tejidos distantes. Con más frecuencia, el cáncer 
de colon se extiende al hígado, aunque también se puede propagar a otros 
lugares, como a los pulmones, el peritoneo o a los ganglios linfáticos 
distantes. En la mayoría de los casos, es poco probable que la cirugía cure 
estos cánceres, ya que el objetivo de la cirugía en la fase IV es la de 
prevenir el avance y aliviar los síntomas de la enfermedad. Si las metástasis 
no se pueden extirpar quirúrgicamente debido a que son muy grandes o hay 
demasiadas, se puede administrar quimioterapia neoadyuvante antes de la 
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cirugía (Sebag-Montefiore et al., 2009, Bosset et al., 2006, Gerard et al., 
2006, Craven et al., 2007, Aschele et al., 2011, Dewdney et al., 2012, 
Helbling et al., 2013). La mayoría de los pacientes con cáncer en estadío IV 
recibirá quimioterapia y/o terapias dirigidas para controlar el cáncer. La 
radioterapia también se puede usar para ayudar a prevenir o aliviar 
síntomas, como el dolor. Aunque puede reducir el tamaño de los tumores 
por un tiempo, es poco probable que cure la enfermedad. Los regímenes 
más comúnmente usados incluyen los mostrados en la Tabla 3. En los 
casos de recurrencia, los posibles regímenes son los mismos que se usan 
para la enfermedad en estadío IV. 
























































6.2 Terapias dirigidas en cáncer colorrectal 
Una mayor comprensión de la biología subyacente del cáncer de 
colon ha dado lugar a la identificación de dianas moleculares y el desarrollo 
de nuevas terapias que van dirigidas específicamente contra estas dianas. 
Estos agentes se usan con el objetivo de bloquear las vías de señalización 
implicadas en el crecimiento tumoral y en la metástasis, lo que además de 
mejorar la respuesta al tratamiento, minimiza los efectos secundarios de la 
quimioterapia (Haber et al., 2005). Los aspectos clave en el desarrollo 
clínico de la terapia dirigida incluyen una adecuada selección de las 
pacientes, la identificación de combinaciones óptimas junto con los 
tratamientos convencionales, marcadores predictivos de actividad y 
toxicidad, y las estrategias terapéuticas más adecuadas (Giardano, 2009). 
Actualmente se están usando como terapia dirigida medicamentos de 
pequeña molécula o anticuerpos monoclonales (Kozovska et al., 2014) 
en el cáncer colorrectal avanzado.  
Más del 50% de los tumores de colon expresan VEGF en 
comparación con el tejido normal, y su expresión se correlaciona con el 
estadio del tumor y con un peor pronóstico (Hurwitz et al., 2004). El 
bevacizumab es un anticuerpo monoclonal que evita la unión de VEGFA a 
su receptor y consecuentemente, inhibe la angiogénesis, crecimiento del 
tumor y metástasis. Se administra a pacientes con cáncer de colon en 
estadío avanzado como primera línea de tratamiento y también es eficaz en 
segunda línea de tratamiento cuando se combina con quimioterapia (Kieran 
et al., 2012). El bevacizumab mejora significativamente la supervivencia 
global cuando se combina con irinotecan, 5-FU y leucovorin. Los 
principales efectos tóxicos del bevacizumab son hipertensión, lenta 
cicatrización de heridas, hemorragias y aumento del riesgo de eventos 
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tromboembólicos (Hurwitz et al., 2004). 
Dado que el EGFR está sobre-expresado entre el 25-77% de los 
cánceres colorrectales se han desarrollado fármacos dirigidos contra este 
receptor, como los anticuerpos monoclonales cetuximab y panitumumab, 
que inhiben la proliferación celular. No obstante, los ensayos clínicos han 
demostrado que la actividad de estos agentes está limitada a los pacientes 
cuyos tumores no expresan mutaciones en los oncogenes K-RAS y N-RAS, 
por lo que se debe determinar previamente el estado mutacional de estos 
oncogenes en aquellos pacientes que vayan a recibir estas terapias anti-
EGFR (Linardou et al., 2008). El cetuximab (Erbitux) es una anticuerpo 
monoclonal quimérico que se dirige contra el EGFR. La tasa de respuesta 
al cetuximab cuando se administra como agente único en pacientes de CCR 
refractarios a irinotecan está entre el 8-10%, pero cuando se administra la 
combinación cetuximab e irinotecan en pacientes con tumores que 
sobreexpresan EGFR que tenían enfermedad refractaria a irinotecan, las 
tasas de respuesta se mejoran al 23% versus al 11% con cetuximab solo 
(Scott et al., 2012). El Panitumumab (Vectibix) es un anticuerpo 
monoclonal completamente humanizado que también se dirige contra el 
EGFR. Aunque no se han realizado comparaciones formales entre 
cetuximab y panitumumab, parece ser que ambos presentan mecanismos de 
acción y eficacia similares. Al igual que el cetuximab sus efectos 
beneficiosos se limitan a los pacientes con cáncer colorrectal que no portan 
mutación en el oncogén KRAS. El panitumumab se usa en el cáncer 
colorrectal metastásico, usualmente en segunda línea de tratamiento  y 
presenta una actividad similar a cetuximab (Van Cutsem et al., 2011). Los 
principales efectos tóxicos del panitumumab son erupciones cutáneas 




Por otra lado, en las células tumorales de colon se encuentran 
comúnmente altos niveles de COX2 y prostaglandina E2 que juegan un 
papel importante en la carcinogénesis colorrectal durante la transición de 
adenoma a carcinoma y, posteriormente, durante la invasión y la 
metástasis. Los estudios epidemiológicos han indicado que la incidencia del 
cáncer colorrectal se reduce en un 30 a 70% en pacientes que toman 
antiinflamatorios no esteroides (AINE). Uno de los fármacos por 
excelencia utilizados en la quimioprevención del cáncer colorrectal es el 
celecoxib. El celecoxib es un antiinflamatorio no esteroideo (NSAID) 
usado para tratar procesos inflamatorios y también usado en pacientes con 
poliposis adenomatosa familiar. El celecoxib es un inhibidor selectivo de 
COX-2 que puede ser administrado solo o en combinación de irinotecan 
(Arber et al., 2006, Steinbach et al., 2000, Saltz et al., 2004). 
 
En la Tabla 4 se resumen las características de algunos de los agentes 
























































Anticuerpo dirigido contra VEGFR 
 
AZD2171 (Cedinarib)  
 
 






















Inhibidor de la ciclooxigenasa-2 
 
 
TKI (a): Inhibidor tirosina quinasa 
 
Actualmente, son numerosos los estudios en cáncer colorrectal que 
usan combinaciones óptimas de terapias dirigidas contra diferentes dianas 
celulares, obteniéndose mejores tasas de respuesta que si se usan aisladas. 
Por lo tanto, la inhibición simultánea de EGFR/VEGF y COX-2 puede 
reducir la progresión del cáncer colorrectal metastásico. En el presente 
estudio preclínico se determinará si la combinación de fármacos anti-
EGFR/VEGFR con un inhibidor de COX-2, presenta una mayor eficacia 















































Determinar si la inhibición simultánea de EGFR/VEGFR y COX-2 
ejerce un eficaz efecto anti-tumoral en células de cáncer colorrectal y 
analizar los mecanismos moleculares implicados. 
Objetivos específicos  
1.- Determinar si la inhibición simultánea de EGFR/VEGFR y COX-2 
ejerce efecto sobre las características moleculares relacionadas con las 
células madre tumorales en cáncer colorrectal. 
2.- Investigar aquellos mecanismos moleculares relacionados que 
puedan constituir marcadores pronósticos o predictivos de respuesta a esta 









































IV. MATERIAL Y MÉTODOS 
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1. LÍNEAS CELULARES Y CONDICIONES DE CULTIVO 
 
Para los diferentes estudios se utilizaron tres líneas celulares 
adherentes de adenocarcinoma de colon humano con diferente estado 
mutacional K-RAS/B-RAF: Caco-2 posee una mutación en el gen B-RAF 
(V600E), HT-29 no posee ninguna mutación en K-RAS/B-RAF y HCT-116 
tiene una mutación en K-RAS (G13D). Todas las líneas (Caco-2 (ref. 
86010202); HCT-116 (ref. 91091005); HT-29 ref. 91072201) proceden de 
la Colección Europea de Cultivos Celulares, ECACC (UK) y fueron 
obtenidas a través del proveedor Sigma-Aldrich (Madrid, España). En la 
tabla 5, se resumen las principales características moleculares de cada una 
de ellas. Las líneas celulares se cultivaron y mantuvieron en medio MEM 
(Medio Esencial Mínimo) (Caco-2) y en medio McCoy´s 5A (HCT-116 y 
HT-29) (PAA, Laboratories GmH, Pasching Austria) y fueron obtenidas a 
través del proveedor Sigma-Aldrich (Madrid, España) complementado al 
15% y 10%  con suero fetal bovino (SFB) respectivamente, 100 U/ml de 
penicilina, 2,5 µg/ml de anfotericina B, 100 µg/ml de estreptomicina, 2 
mmol/l de L-glutamina (Sigma, St. Louis, MO) y 1% de aminoácidos 
esenciales (Caco-2) en una atmósfera humidificada al 5% de CO2  a 37º C. 
Las células se sembraron a una densidad celular de  37500 células/ml en un 
frasco de cultivo de 75 cm2 (ref: 156499, Termo Fisher Scientific, 
Roskilde, Dinamarca),  en un volumen final de 10 ml. El medio se renovó 
tres veces por semana para mantener el cultivo en fase de crecimiento 
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I2675fs c 6 
(inserción)
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CDKN2A 
R24fs c  20 
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Los datos fueron obtenidos del Catálogo de Mutaciones Somáticas en Cáncer 
(Catalogue of Somatic Mutations in Cancer, COSMIC) 
(http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) 
a: Inestabilidad de microsatélites; b: En homocigosis; c: Mutación sin sentido, d: En 
heterocigosis; e: Deleción; Fs: Desplazamiento del marco de lectura; if: En fase de 
lectura 
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1.1. Recuento y viabilidad celular 
Cuando las células alcanzaron una confluencia del 80% y una 
viabilidad superior al 95%, se trataron con tripsina (Trysin-EDTA Solution-
Sigma-Aldrich (Madrid, España) durante 5 min a 37ºC y se resuspendieron 
en medio fresco completo. Se analizó la viabilidad celular con la tinción 
azul tripán y su posterior recuento celular a través del microscopio óptico 
invertido. Para este tipo de determinación se usó una cámara de Neubauer y 
se siguió el siguiente procedimiento: se mezcló en un vial azul tripán 
(Trypan Blue Stain 0.4% Invitrogen Corporation) con la solución celular a 
una dilución v:v, de la que se añadieron 15 µl de la mezcla a la cámara. A 
continuación, se contaron las células de cada cuadrante y usando la fórmula 
correspondiente, se determinó el número de células viables presentes en la 
muestra. La fórmula usada es: 
N = L/4 x 104 x D 
 
N = Número de células viables/ml; L = Células contados en 4 cuadrantes 
grandes;  D = Factor de dilución 
 
1.2. Criopreservación de las células 
Después de usar la tripsina para separar las células adherentes del 
sustrato las células se contaron, y se guardaron aproximadamente 3x106 
células por criotubo. Para ello, el sedimento de células se resuspendió en 
SFB a un 10% de dimetil sulfóxido (DMSO) filtrado. Inmediatamente, el 
criotubo se guardó a -80ºC en una caja de isopropanol que permitió 
congelar gradualmente las células y tras 48h, el criotubo se trasladó a un 
contenedor de nitrógeno líquido (-196ºC), donde se mantuvieron 
almacenadas hasta su descongelación. Para descongelar las células, el 
criotubo se extrajo del tanque de nitrógeno líquido, se descongeló 
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rápidamente en un baño de agua a 37ºC y las células se resuspendieron en 
medio de cultivo para su posterior cultivo en frascos. 
 
2. DISEÑO EXPERIMENTAL 	
Después de estimar la viabilidad y el contaje celular con azul tripán, 
se procedió a la siembra de las células en diferentes placas para la 
realización de los distintos ensayos y tratamientos. Para los ensayos de 
proliferación celular se sembraron 4.000 células por pocillo en placas de 96 
pocillos (ref: 92096, TPP Suiza), a un volumen final de 100 µl por pocillo. 
Para el ensayo de western blot, con lisados celulares totales tratados con 
EGF a tiempos cortos, se sembraron 200.000 células en placas de 6 pocillos 
(ref: 140675, Termo Fisher Scientific, Roskilde , Dinamarca)  en un 
volumen de 2 ml totales y 2x106 células en placas de 60 mm de diámetro 
(ref: 130350, Termo Fisher Scientific, Roskilde, Dinamarca) a un volumen 
final de 7 ml, para el resto de experimentos. Se sembraron 300.000 células 
en placas de 6 pocillos en un volumen de 2 ml, para los ensayos de 
apoptosis, ciclo celular, angiogénesis, migración, RT-PCR, silenciamiento 
con siRNA específico, expresión transitoria del gen K-RAS mutado y 
microscopía confocal.  Para el ensayo de formación de colonosferas se 
usaron tanto las placas de 6 pocillos de adherencia normal para el 
pretratamiento en adherencia de las líneas celulares, a la densidad de 
375.000 células por pocillo en un volumen de 2 ml, y después se sembraron 
en placas de 6 pocillos de baja adherencia (ref: 3471, Corning Inc, Lowell, 
MA, EE.UU.) para formar colonosferas. Por último, se sembraron 200.000 
células/ml  en frascos de 175 cm2 (ref: 159910, Termo Fisher Scientific, 
Roskilde , Dinamarca) a un volumen final de 10 ml, hasta su confluencia 
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para los ensayos de co-inmunoprecipitación (Corning Inc, Lowell, MA, 
EE.UU.). Todos los experimentos se llevaron a cabo al menos por 
triplicado. 
 
Los compuestos usados en los tratamientos fueron los siguientes: 
 
NVP-AEE788 (Novartis Pharma AG, Basilea, Suiza), NS-398 y 
celecoxib (Sigma-Aldrich (Madrid, España)) se disolvieron en DMSO para 
producir soluciones stock a concentraciones de 10 mM, 10 mM y 520 mM, 
respectivamente, y se almacenaron a -20 °C hasta su uso. Las soluciones de 
trabajo se prepararon a partir de diluciones de las soluciones stock 
descongeladas en medio de cultivo.  
El Cetuximab (Erbitux-Merck (5mg/ml)) se obtuvo de excedentes de 
farmacia hospitalaria a través del servicio de Oncología médica del 
Hospital Universitario Reina Sofía. 
El EGF (factor de crecimiento epidérmico humano) se adquirió de 
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EE.UU.) y se disolvió en 
glicerol para producir soluciones stock de 250 µg/ml.  
El VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular) se adquirió de la 
casa Sigma-Aldrich (Madrid, España) y se disolvió en agua para producir 
soluciones stock de 10 µg/ml. 
 
3.   ENSAYO DE PROLIFERACIÓN CELULAR 
 
Para evaluar la proliferación celular se realizó el ensayo XTT 
(sodio3´-[1-fenilaminocarbonil)-3,4 tetrazolio]- bis (4-methoxi-6-nitro) 
benceno ácido hidrato sulfónico), usando el kit comercial “Cell 
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Proliferation Kit II (XTT)” (Roche), según el protocolo del fabricante. El 
método se basa en la reducción por la succinato deshidrogenasa 
mitocondrial de la sal de tetrazolium XTT generando formazán, un 
compuesto soluble coloreado. Midiendo por espectrofotometría la cantidad 
de formazán producida,  se relaciona la actividad deshidrogenasa 
mitocondrial con la viabilidad celular. Como sólo en las células vivas se 
puede producir esta reacción, la cantidad de formazán producida es 
directamente proporcional al número de células viables presentes en el 
ensayo. 
Las células Caco-2 y HCT-116 se sembraron en placas de 96 pocillos 
por triplicado a una densidad de 4.000 células/pocillo en un volumen final 
de 100 µl, permitiendo su adherencia durante 24 horas. Las células se 
trataron con AEE788 (0-20 µM) como agente único o en combinación con 
celecoxib (10 µM) en presencia o ausencia de EGF (100 ng/ml). En los 
experimentos realizados en presencia de EGF se utilizó medio al 0% de 
SFB y en aquellos en ausencia de EGF, se usó medio al 1% de SFB. Estas 
concentraciones nunca superaron el 0.1% de DMSO en el medio de cultivo. 
En todos los casos, después de 48 y 72 horas de tratamiento, se añadió a 
cada pocillo 50 µl de la mezcla de reacción XTT hasta alcanzar una 
concentración final de 0,3 mg/ml, y las placas se incubaron a 37ºC y 5% 
CO2 durante 4 horas. Tras el período de incubación, la solución anaranjada 
de formazán resultante se cuantificó espectrofotométricamente a 450-655 
nm, usando un lector de placas (ImarkTM Microplate Reader, Biorad, IV 
Hercules, Ca, USA). En cada ensayo se expresó la proliferación y 
viabilidad celular en porcentaje respecto a las células no tratadas. 
Por otro lado, se evaluó la proliferación celular en las tres líneas 
celulares de cáncer de colon tratadas con cetuximab (100 µg/ml) y/o 
celecoxib (10-50 µM), sembradas a la misma densidad y al porcentaje de 
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suero correspondiente, durante 72 horas, usando el equipo IncuCyte® 
ZOOM Live-Cell Analysis System (Essen BiosScience, Ann Arbor, 
Michigan). El software del equipo recoge en tiempo real datos de 
confluencia celular durante el periodo de incubación. Los datos de 
proliferación celular se obtienen mediante la diferencia entre el incremento 
en la confluencia celular a punto final respecto a la inicial en cada uno de 
los tratamientos y se expresa en porcentaje respecto a las células no 
tratadas. 
 
4.   ENSAYO DE MUERTE CELULAR POR APOPTOSIS 
 
La fosfatidilserina es un tipo de fosfolípido que en células viables se 
mantiene en la monocapa interior de la membrana celular. Cuando se 
empieza a desencadenar el proceso de apoptosis, la fosfatidilserina migra a 
la capa externa de dicha membrana y esta localización puede ser detectada 
fácilmente mediante Anexina V, que se une específicamente a la 
fosfatidilserina en una reacción dependiente de calcio. Las moléculas de 
Anexina V se marcan con diferentes fluoróforos para detectar apoptosis 
mediante diversas técnicas como por ejemplo, citometría de flujo. La 
Anexina V conjugada con el fluorocromo FITC (isotiocianato de 
fluoresceína) y la citometría de flujo, permite distinguir entre las células 
apoptóticas y las células normales, ya que la Anexina V marcada con FITC, 
sólo podrá unirse a las células apoptóticas que tienen los restos 
fosfatidilserina externalizados. Para distinguir las células apoptóticas de las 
células necróticas se utiliza un colorante de unión al ADN, el ioduro de 
propidio (IP). Para determinar los niveles de apoptosis o muerte celular se 
utilizó el kit comercial AnexinaV-FITC (BMS500FI/300; Bender 
MedSystems Inc, Vienna, Austria), acorde a las instrucciones del 
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fabricante. Por una lado, se determinó la fracción de células apoptóticas 
después de 48h de tratamiento en  presencia de EGF (100 ng/ml) con 
diferentes dosis de AEE788 (0-2,5 µM) en placas de 6 pocillos a una 
densidad de 3 x 105 células/pocillo en las células Caco-2 y HCT-116. Y por 
otro lado, se hicieron experimentos con Caco-2, HCT-116 y HT-29 a la 
misma densidad de siembra, y al porcentaje se suero correspondiente, pero 
tratadas con cetuximab (100 µg/ml) y/o celecoxib (10-50 µM) después de 
72 de tratamiento. Se usaron controles adecuados para este tipo de ensayo. 
Después del tiempo de incubación, las células fueron tratadas con tripsina y  
lavadas con PBS,  y se resuspendieron en 195 µl de tampón de unión (1X), 
mezclado con 5 µl de AnexV-FITC durante 15 minutos a temperatura 
ambiente. Después de este marcaje, las células fueron lavadas con PBS y 
resuspendidas en 190 µl de tampón de unión (1X) más 10 µl de IP. Las 
mediciones se realizaron por citometría de flujo (FACSCalibur; BD, 
Franklin Lakes, NJ, EE.UU.), tomándose como apoptótica aquella 
población positiva para AnexV-FITC. 
 
5.   ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR 
 
El análisis del ciclo celular se basa en la cuantificación del contenido 
de ADN mediante citometría de flujo usando el IP como colorante 
específico de unión al ADN. La cantidad de IP unida al ADN dependerá de 
la fase del ciclo celular, por tanto, las células en fase S contienen más ADN 
que aquellas en fase G1 y mostrarán más unión de este colorante, mientras 
que las células en fase G2, mostrarán aproximadamente el doble de tinción. 
Para llevar a cabo el análisis del ciclo celular las células se sembraron a una 
densidad de 300.000 células/pocillo en placas de 6 pocillos y fueron 
tratadas con AEE788 (2,5 µM) y/o celecoxib (10 µM) en  presencia de EGF 
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(100 ng/ml) durante 48 horas. Pasado este tiempo, las células se 
tripsinizaron y se resuspendieron en PBS. A esta mezcla de células se le 
añadió lentamente y, gota a gota, etanol frío al 100%, se agitó suavemente 
y se incubó durante 20 minutos a temperatura ambiente. Pasado este 
tiempo, las muestras se centrifugaron (1800 rpm, a 4º C durante 5 minutos), 
se resuspendieron en PBS conteniendo 50 µg/ml de IP (Sigma-Aldrich 
(Madrid, España) y 100 µg/ml RNasa A (RNase, DNAse-free, Roche 
(Indianapolis, IN, EE.UU.) El IP se preparó disolviendo 1 mg en 1 ml de 
solución salina tamponada, PBS. Esta solución se protegió de la luz y se 
almacenó a 4 °C. La mezcla se incubó durante 20 minutos a temperatura 
ambiente protegidas de la luz. El análisis y la medición de la fluorescencia 
de IP se realizaron en un citómetro de flujo FACS Calibur (BD 
Biosciences, Franklin Lakes, New Yersey).  
 
6. ANÁLISIS DE LA PRODUCCIÓN DE VEGF Y DE 
PROSTAGLANDINA E2, EN SOBRENADANTE DE 
MEDIO DE CULTIVO 	
La producción de VEGF en células de CCR cultivadas durante 48h 
con AEE788 (2,5 µM ) y/o celecoxib (10 µM) en presencia de EGF (100 
ng/ml) al 0% de SFB, se estimó mediante un ensayo de ELISA (VEGF-A 
humano Platinum ELISA e-Bioscience), de acuerdo a las recomendaciones 
del fabricante. Los cultivos se centrifugaron a 1800 rpm, durante 5 minutos 
a 4°C y los sobrenadantes se recogieron, se dividieron en alícuotas y se 
almacenaron a -80°C hasta  el ensayo. 
La producción de prostaglandina E2 (PGE2) en células de CCR tratadas 
en las mismas condiciones pero durante 12 horas, se estimó usando el kit de 
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PGE2 EIA, (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, EE.UU.), siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. Los cultivos se centrifugaron a 1800 rpm 
durante 5 minutos a 4°C y los sobrenadantes se recogieron, se dividieron en 
alícuotas y se almacenaron a -80°C hasta  el ensayo. 
 
7. ANÁLISIS MEDIANTE WESTERN-BLOT 
7.1. Obtención de los lisados celulares 
Para evaluar el nivel de expresión y fosforilación de diversas 
proteínas celulares, las células se sembraron en placas de 6 pocillos a la 
densidad indicada anteriormente y en su medio correspondiente. Para 
estudiar la respuesta de las proteínas de las cascadas de señalización ante 
un estímulo es aconsejable realizar ensayos a tiempos cortos de exposición 
al estímulo. Así pues, las células se trataron durante una hora con el 
fármaco AEE788 (2,5 µM) y pasado el tiempo, el ligando EGF se añadió  a 
tiempos de 5 a 15 minutos, a una concentración de 100 ng/ml. Para estudiar 
el efecto prolongado del fármaco se realizaron experimentos con células 
tratadas durante una hora con AEE788 (2,5 µM) y/o celecoxib (10 µM) y 
cetuximab (100 µg/ml) y/o  celecoxib (10-50 µM). A continuación, se 
añadió el ligando EGF a 100 ng/ml durante 6 horas. 
Las células se recogieron con un raspador, se lavaron dos veces en 
PBS  y  se incubaron en hielo durante 15 minutos en tampón de lisis (lisado 
celular total) compuesto por 50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 
0.2M EDTA, 100 mM EGTA, 1M MgCl2, 10% glicerol, 1% NP40, 0.1 M 
ditiotreitol (DTT), 0.1 M Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), y un 
cóctel de inhibidores de proteasas y de fosfatasas 2 (ref: P5726, Sigma-
Aldrich, Madrid, España) y 3 (ref: P0044, Sigma-Aldrich, Madrid, España) 
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al 1% v/v. Posteriormente, la muestra se centrifugó durante 15 minutos a 
10.000 x g a 4ºC. El sobrenadante obtenido (extracto celular total) se 
alicuotó y se almacenó a -80ºC hasta su uso. 
Para la obtención de la fracción citosólica y nuclear, las células se 
incubaron con un tampón 10 mM HEPES, 10 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 0,5 
mM DTT, 0.075% NP40, 0.1 M ditiotreitol (DTT), 0.1 M de fluoruro de 
fenilmetilsulfonilo (PMSF), y un cóctel de inhibidores de proteasas y de 
fosfatasas al 1% v/v) durante 30 minutos. Posteriormente, la muestra se 
centrifugó durante 10 minutos a 1000 x g a 4ºC. El sobrenadante (extracto 
celular citosólico) se alicuotó y se almacenó a -80ºC hasta su uso. El 
sedimento nuclear resultante se lavó y se centrifugó dos veces con el 
tampón anterior pero en ausencia de NP40. Para obtener la fracción 
nuclear, éste sedimento nuclear resultante fue tratado con un buffer nuclear 
(20 mM HEPES (pH 7.9) 420 mM NaCl, 1,2 mM MgCl2, 0,2 mM EDTA, 
25% glicerol) durante 30 minutos. Durante este período de 30 minutos, se 
vorteó o pipeteó durante 60 segundos cada 5 minutos, para solubilizar las 
proteínas nucleares. A continuación, se centrifugó (16000 x g) durante 20 
minutos y el sobrenadante obtenido (fracción nuclear) se alícuotó y se 
guardó a -80ºC hasta su uso. 
 
7.2. Determinación de la concentración de proteína 
El contenido de proteína se determinó mediante el método descrito 
por Bradford (Bradford, 1976) utilizando el reactivo colorimétrico de la 
casa comercial Bio-Rad (Biorad Protein Assay, 500-0001; Hercules, 
California, EEUU). Esta técnica se basa en la adición de un colorante de 
naturaleza ácida (Coomassie Brilliant Blue G-250) que reacciona con las 
proteínas formando complejos colorimétricos relativamente estables con un 
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pico de absorbancia a 595 nm. La reacción se llevó a cabo en placas de 96 
pocillos y la absorbancia a 595 nm se obtuvo en un lector de placas 
(ImarkTM Microplate Reader, Biorad). La concentración de proteína en las 
muestras se calculó mediante una recta patrón obtenida a partir de 
concentraciones conocidas de albúmina sérica bovina (BSA). 
7.3. Análisis mediante Western-Blot 
Para el análisis mediante western blot, alícuotas de 12.5 µg de 
proteína de cada  muestra se sometieron a electroforesis en geles de 
gradiente de poliacrilamida (4-12% Bis-Tris (Laboratorios Bio-Rad, Inc)  
usando el sistema Criterion TM XT (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Para 
ello se mezcló 12.5 µg de proteína con tampón de carga (XT Sample Buffer 
(4X) (Bio-Rad), compuesto por: glicerol (35-50%), litio dodecil sufato (5-
10%), Tris (hidroximetil) aminometano (5-10%) y el agente reductor (XT 
Reducing Agent (20X) (Bio-Rad) compuesto por: Tris (carboxietil) fosfina 
hidroclorhídrico (20-35%) y cloruro de sodio (5-10%). El volumen final de 
la mezcla fue de 25 µl. La mezcla se llevó a ebullición a 95ºC durante 5 
minutos para desnaturalizar las proteínas. Una vez montado el sistema de 
electroforesis, se cargaron las muestras y se cubrieron con tampón de 
electroforesis (Tris base 25 mM, Glicina 192 mM y 0.1% SDS); US 
Biological). La electroforesis se llevó a cabo a un voltaje  de 200 V y a una 
intensidad de corriente constante de 85 mA. 
Tras la electroforesis, las proteínas se transfirieron a membranas de 
nitrocelulosa usando un sistema de transferencia semiseco (Trans-Blot SD, 
Bio-Rad). Para realizar la transferencia, los geles se colocaron entre dos 
trozos de papel whatman (Bio-Rad) y sobre la membrana de nitrocelulosa 
(Amersham Bioscience), previamente incubados en tampón de 
transferencia (Tris base 50 mM, Glicina 192 mM, SDS 0.02% y 20% de 
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metanol; US Biological) y finalmente, se depositaron en el sistema de 
transferencia semi-seco durante 45 minutos, a amperaje constante de 230 
mA y con un voltaje no superior a 25 V. Para verificar la transferencia se 
utilizó la tinción con rojo Ponceau S (Bio-Rad), un colorante no 
permanente que se eliminó mediante lavados con TTBS (Tris 20 mM; 
Tween 20 0.2% (v/v); NaCl 150 mM; a pH=7.5; US Biological), para 
proceder a continuación con el bloqueo de la membranas. Con el bloqueo 
de la membrana se evita uniones inespecíficas de los anticuerpos, evitando 
un elevado ruido de fondo o los falsos positivos. En el caso de las proteínas 
fosforiladas, las membranas se bloquearon durante 2h a temperatura 
ambiente con BSA al 3% en TTBS (US Biological) y con leche al 2% (Ref: 
170-6404, Bio-Rad Laboratories, Inc, Hercules, California) para el estudio 
de proteínas no fosforiladas. Tras el bloqueo se realizaron tres lavados de 
15 minutos con TTBS y se incubó la membrana con los anticuerpos 
primarios específicos de interés diluidos en TTBS durante toda la noche a 
4ºC. Los anticuerpos utilizados para el análisis por western blot se 
muestran en la tabla 6. 
 
Las membranas se incubaron con anticuerpos secundarios unidos a 
enzimas, que actúan de ligando del anticuerpo primario. En concreto, se 
utilizaron anti-IgG de conejo (sc-2004), anti-IgG de ratón (sc-2060) y anti-
IgG de cabra (sc-2020) conjugado con peroxidasa de rábano (HRP; Santa 
Cruz Biotechnology) a una dilución 1:5000. Las muestras se incubaron 
durante 1 h a temperatura ambiente. Tras esta incubación se lavó la 
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Los inmunocomplejos fueron detectados por quimioluminiscencia 
(ECL Plus Western Blotting Detection System y ECL Advance Western 
Blotting Detection Kit de GE HEALTHCARE life sciences).  Para ello se 
incubaron las membranas durante 5 minutos a temperatura ambiente. En 
algunos casos se realizó un stripping de la membrana para eliminar los 
anticuerpos y volver a analizar la membrana con otros anticuerpos. Para 
ello, se preparó una solución acuosa de SDS al 2% y se calentó a 95ºC. Una 
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vez alcanzada esta temperatura se realizaron tres lavados de la membrana 
de 5 minutos con esta solución y a continuación se lavó de nuevo la 
membrana, pero esta vez con TTBS, eliminando así los restos de SDS. De 
este modo, se pudo comenzar de nuevo el proceso de bloqueo, marcado y 
revelado de la membrana. 
 
8.  DETERMINACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE 
PROTEÍNAS MEDIANTE ARRAY DE ANTICUERPOS 	
Se utilizaron arrays de anticuerpos específicos para determinar la 
expresión de los receptores tirosina quinasa y quinasas relacionadas con las 
vías de señalización celular (PathScan RTK Signaling Antibody Array Kit 
#7982, Cell Signaling Technology, USA) y también para la determinación 
de la expresión de proteínas relacionadas con los genes de pluripotencia 
(Human Pluripotent Stem Cell Array Kit, R&D Systems, INC, ARY010), 
en extractos totales de células tratadas con AEE788 (2,5 µM) y/o celecoxib 
(10 µM) en presencia de EGF (100 ng/ml) durante 6 horas. Siguiendo las 
instrucciones del fabricante, los dos arrays de anticuerpos se incubaron con 
50 µg de proteína de lisado celular, durante toda la noche a 4°C , seguido 
de la incubación con un cóctel de anticuerpos biotinilados. A continuación, 
se añadió estreptavidina conjugada con HRP y el reactivo LumiGLO para 
visualizar mediante quimioluminiscencia las proteínas. Para la detección se 
usó el equipo digital (ImageQuant LAS 4000, GE Healthcare Life Sciences, 
Pittsburgh, PA, USA) y la quimioluminiscencia relativa de cada spot se 
cuantificó mediante densitometría usando el programa de BIO-RAD Image 
Lab 5.2.1. Los datos experimentales proceden de tres experimentos 
independientes normalizados con los controles negativos incluidos en el 
array y expresados como media ± SEM (error estándar de la media). 
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9. ENSAYO DE CO-INMUNOPRECIPITACIÓN 
 
La técnica de co-inmunoprecipitación se utiliza para investigar la 
interacción entre 2 o más proteínas de interés. Para ello, una de las 
proteínas se inmunoprecipita con un anticuerpo específico en condiciones 
no desnaturalizantes, y la presencia de la otra proteína en ese 
inmunoprecipitado se detecta mediante western-blot. En el presente estudio 
se inmunoprecipitó β-catenina usando un anticuerpo específico y se analizó 
mediante western blot, la co-inmunoprecipitación de FOXM1.  
Las lisados celulares tratados con AEE788 (2,5 µM) y/o celecoxib 
(10 µM) en presencia de EGF (100 ng/ml) durante 6 horas se disolvieron en 
500 µg del lisado celular en 500 µl de buffer co-IP (10 mM HEPES, 10 
mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5 mM DTT, 0.5 mM, PMSF, 0.075% NP40 y 
1% v/v de cocktails de inhibidores de proteasas y fosfatasas). De estos 500 
µl, 50 µl de cada muestra se guardaron para el control de carga inicial 
(input) y de los 450 µl restantes, a 225 µl se realizó un preaclaramiento y 
una inmunoprecipitación (IP) con un IgG control estándar y a los otros 225 
µl se le hizo un preaclaramiento con un IgG control estándar y una IP con 
el anticuerpo específico de la proteína a inmunoprecipitar. Con el 
preaclaramiento del lisado con un IgG control estándar se eliminan aquellas 
proteínas que pudieran unirse inespecíficamente a la IgG empleada en este 
proceso. Para ello, se incubaron las muestras con 22,5 µl de proteína A/G 
unida a agarosa (sc-2003, Santa Cruz Biotechnology) junto con 1µg de 
normal rabbit IgG (sc-2027, Santa Cruz Biotechnology) durante 1 hora a 
4ºC en agitación. Transcurrido ese tiempo se centrifugó a 12000 x g, 
durante 5 minutos a 4ºC y se recogió el sobrenadante, ya que en el 
sedimento se encuentra el complejo de la proteína A/G-IgG-proteínas 
inespecíficas. Al sobrenadante se le añadió el anticuerpo primario en 
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cantidad saturante, a fin de facilitar la unión de la mayor cantidad posible 
del antígeno presente en la solución. Para ello, el sobrenadante se incubó 
con 1 µg de anticuerpo anti-β-catenina (610153, Becton Dickinson, 
Franklin Lakes, New Jersey) durante 1 hora a 4ºC, en agitación y después, 
se añadieron 22,5 µl de proteína A/G unida a agarosa y se incubó toda la 
noche a 4ºC en agitación. Pasado ese tiempo, las muestras se centrifugaron 
a 12000 x g, 5 minutos a 4ºC, para sedimentar los complejos formados. Se 
eliminó el sobrenadante y el pellet se lavó dos veces con PBS. El sedimento 
se resuspendió en 50 µl de tampón de carga y se calentó 5 minutos a 95ºC. 
El sobrenadante obtenido después de centrifugar a 12000 x g durante 1 
minuto se utilizó para visualizar los inmunoprecipitados por western blot. 
La técnica de western blot se desarrolló como se ha descrito anteriormente 
usando el anticuerpo primario anti-FOXM1 (HPA 029975, Sigma-Aldrich, 
Madrid, España) y el anticuerpo secundario correspondiente. 
 
10.  ENSAYO DE ANGIOGÉNESIS 
 
La angiogénesis se caracteriza por una serie de eventos celulares, 
incluyendo la migración de células endoteliales, la invasión y la 
diferenciación en los vasos capilares. Para estudiar la formación de estos 
tubos endoteliales se utilizó un modelo in vitro que mide la capacidad de 
las células endoteliales para formar estructuras tridimensionales en una 
matriz (basement membrane matrix Matrigel (BD Biosciences). Para ello, 
las células Caco-2 fueron tratadas durante 24 horas con AEE788 (2,5 µM) 
y/o celecoxib (10 µM) en presencia de EGF (100 ng/ml). Pasado el tiempo 
de exposición a los compuestos, los medios de los diferentes tratamientos 
se concentraron (Amicon Ultra 0,5 3K Centrifugal Filter Devices (EMD 
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Millipore), obteniendo factores angiogénicos altamente concentrados y sin 
presencia de residuos de los tratamientos. Para el ensayo de angiogénesis, 
se cultivaron células HUVEC (CC-2519 Lonza Ventas AG, Basilea, Suiza) 
en la parte superior de la matriz a una densidad de 20.000 células/pocillo, 
en placas de 96 pocillos con medio acondicionado de las células Caco-2, 
obtenido anteriormente. Como control, las células HUVEC se cultivaron en 
medio EBM (Lonza Walkersville, MD EE.UU.) en presencia o ausencia de 
VEGF (10 ng/ml). Las células HUVECs se incubaron a 37°C y al 5% de 
CO2 hasta formar una red de microtúbulos, que se tiñó con 50 µl de 
calceína (Cell Biolabs, INC). La formación de los tubos endoteliales se 
examinó y fotografió usando un microscopio de fluorescencia (Nikon 
Eclipse Ti-S; Nikon Instruments Europe BV; Amsterdam). El análisis de la 
red se realizó con el programa de análisis de imagen ImageJ 
(http://imagej.nih.gov/ij/). 
 
11. ENSAYO DE MIGRACIÓN CELULAR (ENSAYO DE 
LA HERIDA) 	
El efecto del AEE788 (2,5 µM) y/o celecoxib (10 µM) sobre la 
migración se analizó con el “ensayo de la herida”. Las células se cultivaron 
en placas de 6 pocillos a una densidad de 5 x 105  células por pocillo, hasta 
formar una monocapa casi confluente. En ese momento, con una aguja 
estéril se hizo la herida en la monocopa, se eliminaron con PBS los restos 
celulares y se administraron los diferentes tratamientos. Las imágenes de la 
migración celular hacia la zona de la herida se registró a tiempo 0 y a 24 
horas, utilizando un microscopio óptico invertido (Nikon Eclipse Ti-S; 
Nikon Instruments Europe BV; Amsterdam). Para cuantificar la migración 
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celular se usó el software Image-J, asignando arbitrariamente el 100% al 
control (células no tratadas). El porcentaje de migración hacia la herida 
durante 24 horas fue la diferencia entre el porcentaje de las células control 
no tratadas con respecto a las tratadas. Cada ensayo se realizó por 
triplicado. 
 
12. ENSAYO DE FORMACIÓN DE ESFERAS 
 
Para confirmar que las colonosferas obtenidas tenían un origen clonal 
se usó el kit Vybrant Multicolor Cell-Labelling Kit (Thermo Fisher 
Scientific). El fundamento de la técnica es diferenciar el origen unicelular 
de las colonosferas, de la agregación celular. Aquellas colonosferas que 
fluorecían en un solo color tenían origen clonal y aquellas que emitían en 
los dos colores se consideraron una agregación celular. Para ello, las 
células fueron marcadas con dos fluorocromos diferentes, rojo y verde 
(DiO, rojo; y DiD, verde) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Partiendo de dos suspensiones celulares a una densidad de 1 × 103 
células/ml en medio libre de suero, se añadió 5 µl/ml de DiO a una 
suspensión y 5 µl/ml de DiD a la otra suspensión.  Ambas suspensiones se 
mezclaron bien y se incubaron durante 20 minutos a 37ºC en oscuridad. 
Posteriormente, las suspensiones celulares se centrifugaron a 1500 rpm 
durante 5 minutos a 37ºC y se resembraron a una densidad clonal de 1 
célula/µl. 
El cultivo de colonosferas se realizó según el método descrito por 
Ponti, y colaboradores (Ponti et al., 2005). Primero se cultivaron las células 
a una densidad de 3 x 105 células en placas de 6 pocillos en condiciones 
normales de adherencia, en su medio correspondiente completo y se 
incubaron 24 horas permitiendo su adherencia. Pasado el tiempo de 
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incubación, las células de Caco-2 y HCT-116 se expusieron a AEE788 (2,5 
µM) y/o celecoxib (10 µM) en presencia de EGF (100 ng/ml) al 0% de SFB 
durante 48 horas y por otro lado, las células de Caco-2, HCT-116 y HT-29 
se trataron con cetuximab (100 µg/ml) y/o celecoxib (10-50 µM). Tras 48h 
de tratamiento, las células se incubaron con tripsina y se contaron. 
Posteriormente, las células se resembraron a densidad clonal (1 cél/µl) en 
placas de 24 pocillos de baja adherencia (Ultra Low Cluster Plate 3471, 
Costar, Corning NY, USA) en medio Dulbecco´s Modified Eagle´s 
Medium Nutrient Mixture F+12 Ham suplementado con: B27 (1:50; 
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 10 ng/ml bFGF (basic fibroblast growth 
factor), 20 ng/ml EGF (epidermal growth factor), y en presencia de 1,0 % 
v/v de metilcelulosa (HSC001, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), 
para prevenir la agregación celular. Los complementos se añadieron cada 3 
días, y tras 7-14 días en cultivo, las colonosferas se contaron, se 
fotografiaron usando el microscopio de contraste de fase (Nikon Eclipse Ti-
S; Nikon Instruments Europe BV; Amsterdam) para los experimentos con 
AEE788/celecoxib o el equipo incucyte para fotografiar las colonosferas 
cuyas células estaban pre-tratadas con cetuximab y/o celecoxib. Después, 
se centrifugaron a 1800 rpm, durante 5 minutos a 4ºC y se conservaron a -
80ºC, hasta su uso. 
 
13. AISLAMIENTO DE ARN Y ANÁLISIS DE LA 
EXPRESIÓN GÉNICA POR RT-PCR CUANTITATIVA 	
Se purificó ARN total fue usando el Mini Kit Plus RNAeasy 
(Qiagen), de acuerdo con las recomendaciones del fabricante en muestras 
celulares tratadas con AEE788 (2,5 µM) y/o celecoxib (10 µM) en 
presencia de EGF (100 ng/ml) durante 48 horas. El ARN obtenido se 
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cuantificó en un espectrofotómetro (NanoDrop® ND- 1000 UV-Vis 
Spectrophotometer; NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA), 
midiendo la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm, siendo la 
concentración de ARN, la calculada mediante la fórmula:  
Medida de absorbancia a 260 nm x 40 / 1000 = [ ] ARN en µg/µl 
Las muestras de ARN se almacenaron a -80°C hasta su uso.  
La expresión génica se cuantificó evaluando la cantidad de ARNm 
sintetizado mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real usando un equipo 
Lightcycler de Roche (Roche Molecular Biochemicals; Indianápolis, IN, 
USA). La técnica se basa en el uso del  fluorocromo SYBR Green I que se 
intercala en la molécula de ADN de doble cadena y permite su detección. 
La fluorescencia es proporcional a la concentración de ADN sintetizado en 
cada ciclo. La señal aparece a partir de un número determinado de ciclos, 
dependiendo de la concentración de partida. El ciclo umbral (Ct) es el 
número de ciclos necesarios para que se produzca un aumento de 
fluorescencia significativo con respecto a la señal de base, y es 
inversamente proporcional a la cantidad inicial de moléculas de ADN 
molde.  
La secuencia de los cebadores usados en este estudio, la eficiencia 
(E) y el tamaño teórico de los productos de la PCR son los siguientes: 
  
VEGF: (254 pb)  
Cebador directo: 5 '-CCCTGATGAGATCGAGTACATCTT -3 ';  
Cebador inverso: 5 '-AGCAAGGCCCACAGGGATTT-3 ',  
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GAPDH: (240 pb)  
Cebador directo: 5 '-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG-3 ';  
Cebador inverso: 5 '-TCCTTGGAGGCCATGTAGGCCAT-3 ',  
Eficiencia: 2 
 
La RT-PCR fue realizada en un solo paso, usando el kit QuantiTect 
SYBR Green RT-PCR (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Para un volumen final de 10 µl se utilizaron 
100 ng de ARN total. La mezcla de reacción contenía 100 nM de cada 
cebador, 5 µl de SYBR Green PCR master mix y 0.1 µl de RT 
(retrotranscriptasa). El DNAc se sintetizó mediante la incubación en el 
termociclador a 50ºC, durante 20 minutos. Los híbridos DNAc/ARNm se 
desnaturalizaron a 95ºC, durante 15 minutos. La amplificación se llevó a 
cabo durante 40 ciclos a 94ºC, durante 15 segundos (fase de 
desnaturalización), 30 segundos a 60ºC (fase de anillamiento), seguido de 
40 segundos a 68ºC (fase de extensión). La detección de la fluorescencia 
del producto se realizó al final de cada ciclo de extensión a 68ºC. Para 
confirmar la especificidad de la amplificación, se analizaron las curvas de 
melting o de fusión de los productos de la PCR desde 65 a 90ºC. Las 
muestras de ARNm se analizaron al menos tres veces en condiciones 
similares de RT-PCR. Se incluyeron controles negativos, que contenían 
agua en lugar de ARN y otros que no contenían RT, para confirmar que las 
muestras no estaban contaminadas y que no había amplificaciones 
inespecíficas, respectivamente.  
Los resultados fueron normalizados con el gen control GAPDH y la 
cuantificación de la expresión relativa se determinó por el método de la 
segunda derivada (2-ΔΔCt). 	
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14.  EXPRESIÓN TRANSITORIA DEL GEN K-Ras 
MUTADO EN CÉLULAS CACO-2 	
Las células Caco-2 se transfectaron transitoriamente con el plásmido 
pBabe K-Ras 12V, que expresa una proteína K-Ras constitutivamente 
activada por mutación, o el vector vacío (pBABE-puro), proporcionados 
por Addgene (https://www.addgene.org), plásmidos #12544 y #1764, 
respectivamente). Para la purificación de los plásmidos, se usó el Sistema 
PureYield plásmido Midiprep (Promega) siguiendo el protocolo 
suministrado por el fabricante. Las células se sembraron al 90% de 
confluencia en placas de 6 pocillos y después de 24 horas las células fueron 
transfectadas utilizando Lipofectamine 3000 (Life Technologies) como 
reactivo de transfección, siguiendo las instrucciones del fabricante. El 
análisis de la activación de la expresión de ERK1/2, independiente de EGF, 
se llevó a cabo mediante Western blot. También se llevó a cabo el ensayo 
de proliferación celular, para corroborar que la transfección con el 
plásmido no influyó sobre la proliferación celular cuando se trataron con 
los fármacos correspondientes. 
 
15. SILENCIAMIENTO GÉNICO MEDIANTE ARN 
PEQUEÑO DE INTERFERENCIA (siRNA) 	
Para inhibir específicamente la expresión génica de FOXM1, las 
células Caco-2, HCT-116 y HT-29 se transfectaron transitoriamente con un 
ARN pequeño interferente específico para el gen FOXM1 (siFOXM1)  y 
un siRNA control (si-C) durante 24 horas, período tras el cual se realizaron 
los correspondientes tratamientos con Cetuximab  (100 µg/ml) y/o 
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celecoxib (10-50 µM). Las células se transfectaron con los siRNAs 
específicos para FOXM1 (L-009762-00-0005, ON TARGETplus Human 
FOXM1 (2305) siRNA-SMARTpool, 5nmol; DharmaconTM) y un control 
negativo (Control siRNA-A: sc-37007, Santa Cruz Biotechnology, INC). El 
siRNA se disolvió en buffer siRNA (5x) (B-002000-UB-100; 
DharmaconTM), para obtener una solución stock (20 µM ) y se alicuotó a -
20ºC hasta su uso. En el momento de la transfección, el siRNA se disolvió 
en medio Optimen (1x-Reduces Serum Medium-Gibco Life Technologies-
11058-021), hasta alcanzar la concentración idónea de silencimiento (10 
nM). A continuación, este complejo disuelto en medio reducido de suero, 
se incubó durante 5-10 minutos a temperatura ambiente con 7,5 µl del 
reactivo Lipofectamina 3000 (L3000008-0,75 ml; Invitrogen-Life 
Technologies). Pasado este tiempo, las placas se incubaron con el complejo 
de transfección durante 24 horas, período tras el cual se reemplazó el medio 
para llevar a cabo los diferentes tratamientos en las células transfectadas. 
 
16.  ENSAYO DE INMUNOFLUORESCENCIA POR 
MICROSCOPÍA CONFOCAL 
 
Las células se sembraron sobre unos cubreobjetos  de 12 mm de 
diámetro, previamente recubiertos con el sustrato poli-L-lisina (Poly-
Lysine hidrobromide, P1524, Sigma), a una dilución 1:20 en H2O Milli-Q 
(mq), en placas de seis pocillos a una densidad de 375.000 células/pocillo, 
y se incubaron durante 24 horas a 37ºC y al 5% de CO2. Pasado el tiempo 
de incubación, las células se trataron con AEE788 (2,5 µM), cetuximab 
(100 µg/ml) y/o celecoxib (10-50 µM) en presencia de EGF (100 ng/ml) 
durante 6 horas, y a continuación, se procedió al protocolo de 
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inmunomarcaje. 
Para ello, se aspiró cuidadosamente el medio de cultivo de cada 
pocillo de la placa, se realizaron dos lavados de 5 minutos con PBS y se 
procedió a la fijación de las células con metanol. Para ello, se hizo un 
primer lavado con metanol al 50 % a 4ºC durante 2 minutos, un lavado con 
metanol al 100 % durante 20 minutos a -20ºC y por último, un lavado con 
metanol al 50 % a 4ºC durante 2 minutos. Transcurrido el período de 
fijación se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS y se procedió al 
bloqueo y permeabilización. Para el proceso de bloqueo, las células se 
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en una solución de PBS al 
1% de  BSA (p/v). Tras el período de incubación se aspiró la solución de 
bloqueo y se incubaron las células durante toda la noche a 4ºC con los 
siguientes anticuerpos diluidos en la solución de bloqueo: mouse anti-β-
catenina (610153, Becton Dickinson) a una dilución 1/250 y FOXM1 (K-
19): sc-500 rabbit pAb (Santa Cruz Biotechnology)  a una dilución 1/250. 
Al día siguiente, se realizaron 3 lavados en PBS y se incubaron con los 
anticuerpos secundarios rabbit anti-mouse IgG Alexa Fluor 488 (A-11059, 
Molecular Probes, Eugene, OR, EE.UU.) a una dilución 1/500 y goat anti-
rabbit IgG (H+L) Alexa fluor 594 (A11072 Life Technologies, Eugene, 
OR, EE.UU.) a una dilución 1/500, durante 1 hora a temperatura ambiente. 
Tras la incubación, se lavaron las células tres veces durante 5 minutos 
con PBS y se incubaron durante 5 minutos en oscuridad a temperatura 
ambiente con el colorante nuclear DAPI (4´,6-diamidino-2-phenylindole, 
dilactate; D3751, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), a una concentración de 
300 nM (previamente alicuotado a -20ºC a una concentración utilizada 
como stock de 10,9 µM). Tras esta incubación se procedió a un breve 
lavado de 5 minutos con PBS y se procedió al montaje usando el medio de 
montaje Aqua Poly/Mount (Polysciences, Warrington, PA, USA). Una vez 
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secadas las preparaciones, se procedió a la visualización de las muestras en 
el microscopio confocal (LSM 5 Exciter confocal microscope), con el 
programa ZEN 2008 (Carl Zeiss, Jena, Alemania) usando un objetivo Plan-
Neofluar 40x (AN 1.30), en la unidad de citómica, microscopía e imagen 
científica de la Unidad Central de Apoyo a la Investigación Biomédica del 
IMIBIC. Las imágenes obtenidas se analizaron con el programa de análisis 
de imagen, Image-J. 
 
17. ANÁLISIS INMUNOHISTOQUÍMICOS 
Los análisis inmunohistoquímicos se realizaron en un conjunto de 
muestras parafinadas de adecocarcinoma humano obtenidas del biobanco 
del Hospital Reina de Córdoba. Estas muestras proceden de tumores de 
pacientes con cáncer colorrectal tratados todos con el anticuerpo 
monoclonal cetuximab. Para ello, se obtuvo el consentimiento informado 
de los pacientes para su participación en el estudio y la aprobación del 
comité ético del Hospital Universitario Reina Sofía de Córdoba. 
Se usaron secciones de parafina de 3 mm de grosor en portabobjetos 
recubiertos de poli-L-lisina tras su secado durante 30 minutos a 60ºC. Las 
secciones tisulares se desparafinaron en xilol (2 x 10 minutos), se 
rehidrataron en etanol a concentraciones decrecientes (desde 100% hasta el 
70%; 1 x 5 minutos) y se lavaron con agua durante 5 minutos. 
Posteriormente, las secciones se sometieron a un baño con tampón citrato 
10 mM a pH 9,0 (EnVisionTM Flex DM812-Dako) a 100ºC durante 5 
minutos, para desenmascarar los antígenos. Después de lavar las secciones 
en PBS durante cinco minutos, las muestras se incubaron durante 10 
minutos con una solución de peróxido de hidrógeno (EnVisionTM Flex 
Peroxidase-blocking reagent SM801-Dako). Posteriormente, las secciones 
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se incubaron con el anticuerpo Anti-FOXM1 (HPA029975-Sigma Life 
Science) a una dilución de 1:50 en diluyente del anticuerpo (EnVisionTM 
Flex Antibody diluent DM830-Dako). La incubación con el anticuerpo 
anti-FOXM1 se realizó durante toda la noche a 4ºC, en el interior de una 
cámara húmeda. A continuación, tras un lavado de 5 minutos con PBS, los 
portaobjetos se incubaron durante 30 minutos con el potenciador de señal 
EnVision FLEX+rabbit (SM805-Dako). Pasados este tiempo de 
incubación, los cortes fueron incubados con el polímero marcado con HRP 
(EnVisionTM Flex/HRP SM802-Dako) durante 30 minutos, y seguidamente 
se incubaron durante cinco minutos con el cromógeno DAB (Dako Liquid 
Dab+Subtrate K3467). A continuación, los portaobjetos se contratiñeron 
con hematoxilina durante 10 minutos. Finalmente, tras dos lavados de 5 
minutos con H2O, las muestras se deshidrataron siguiendo de manera 
inversa las etapas de rehidratación y se montaron con medio de montaje 
sintético Eukkit (EukkitRD-79110).  
Las determinaciones inmunohistoquímicas de β-catenina se 
realizaron en el servicio de anatomía patológica del Hospital Reina de 
Córdoba, siguiendo protocolos estándares. Las preparaciones se 
visualizaron con un microscopio digital (Nikon Eclipse Ti-S; Nikon 
Instruments Europe BV; Amsterdam), donde se tomaron las fotos 
pertinentes. 
 
18.  ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 
 
Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa 
GraphPad Prism 5. Los datos se expresaron como la media ± el error 
estándar de la media (SEM) de al menos tres experimentos independientes. 
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Estos datos fueron agrupados y analizados mediante una prueba 
paramétrica (Test t de Student) en aquellas muestras con distribución 
normal y con medias con desviaciones similares, o mediante una prueba no 
paramétrica (Mann-Whitney Rank Sum Test) en el caso de no superar las 
condiciones de normalidad y/o igualdad de varianza. Las diferencias entre 
pacientes respondedores y no respondedores a la terapia con cetuximab se 
evaluaron mediante la prueba de chi-cuadrado. Las muestras fueron 













































1. EVALUACIÓN DEL EFECTO DE AEE788 SOBRE LA 
PROLIFERACIÓN, APOPTOSIS, CICLO CELULAR Y SOBRE LAS 
RUTAS INTRACELULARES ACTIVADAS POR EL EGFR Y 
VEGFR 
1.1.  AEE788 inhibe la proliferación celular, induce apoptosis y altera 
el ciclo celular en células de cáncer colorrectal 
En primer lugar, se realizaron estudios encaminados a analizar la 
actividad anti-proliferativa y apoptótica de AEE788 en las líneas celulares 
Caco-2 y HCT-116 (Figura 12). En los ensayos de proliferación celular, 
AEE788 mostró capacidad antiproliferativa en las dos líneas celulares, con 
un efecto inhibidor más potente en el caso de las células Caco-2 (Figura 
12A). Esta diferente sensibilidad al fármaco se hizo más evidente en 
condiciones de proliferación dependiente de EGF (Figura 12B), donde una 
concentración de 2,5 µM de AEE788 redujo la proliferación de las células 
Caco-2 un 60%, mientras que las células HCT-116 mutadas en K-RAS no 
se afectaron significativamente. Además, cuando se analizó por citometría 
de flujo la capacidad del AEE788 para inducir apoptosis, se confirmó que 
AEE788 indujo un claro efecto apoptótico en células Caco-2, pero no en 
HCT-116 (Figura 12C). Al mismo tiempo, el análisis de la alteración del 
ciclo celular indicó que el tratamiento con AEE788 causó en células Caco-
2, un aumento del porcentaje de células en fase G1 de manera dosis-





























































   
   




































































































































































































































































































































































































































































































































































































1.2. Inhibición por AEE788 de las rutas celulares activadas por EGFR. 
Para evaluar la importancia del efecto inhibitorio del AEE788 sobre 
EGFR, se analizó la activación de las quinasas EGFR, ERK y AKT 
(Figura 13). El tratamiento con AEE788 inhibió la fosforilación de EGFR 
(p-EGFR) inducida por EGF en ambas líneas. Sin embargo, AEE788 solo 
inhibió eficazmente la señalización dirigida por EGFR en las células Caco-
2, tal y como indica la inhibición de la fosforilación por EGF de ERK 1/2 y 
AKT-Thr, pero no en células HCT-116. Por lo tanto, la actividad anti-
EGFR de AEE788 observada en nuestro modelo celular de cáncer de colon 
es fuertemente dependiente del contexto mutacional de K-RAS. 	
1.3. AEE788 inhibe la proliferación celular dirigida por VEGFR en 
células Caco-2 
AEE788 no solo presenta actividad anti-EGFR, sino que también 
tiene la capacidad de inhibir la señalización dirigida por VEGFR. En este 
contexto, la función de VEGF no se limita a regular el proceso de 
angiogénesis, y la permeabilidad vascular, sino que se ha descrito su papel 
como factor proliferativo, tanto paracrino como autocrino, en células 
tumorales (Goel and Mercurio, 2013).  Por lo tanto, a continuación se 
exploró el papel inhibitorio de AEE788 sobre la proliferación celular 
inducida por VEGF. Como muestra la figura 14, el tratamiento con 
AEE788 inhibió la proliferación celular dependiente de VEGF en Caco-2, 
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Figura 14. AEE788 inhibe la proliferación celular inducida por VEGF en células de 
cáncer colorrectal. La inhibición de la proliferación celular se evaluó en presencia de  
VEGF (50 ng/ml) después de 48 h de tratamiento con diferentes dosis de AEE788. Los 
datos son medias ± SEM de tres experimentos independientes (*p<0,05, en comparación 
con el control). 
 		
2. EVALUACIÓN DEL TRATAMIENTO COMBINADO 
AEE788/CELECOXIB SOBRE LA PROLIFERACIÓN, CICLO 
CELULAR Y SOBRE LAS RUTAS INTRACELULARES 
DIRIGIDAS POR EGFR 	
2.1. La inhibición de COX-2 aumenta la eficacia antitumoral de 
AEE788 
Se sabe que VEGF es capaz de estimular la expresión de COX-2 y la 
síntesis de prostaglandinas (Grau et al., 2006, Toomey et al., 2009). Por 
tanto, la combinación con inhibidores de COX-2 puede ser una manera 




Por tanto, a continuación se estudió el efecto de combinar el 
tratamiento de AEE788 con inhibidores de la COX-2, sobre la proliferación 
de las células de cáncer colorrectal. Como indica la Figura 15, la adición 
de celecoxib o NS-398, dos conocidos inhibidores de COX-2,  aumentó la 
actividad anti-tumoral de AEE788, como indican los datos de proliferación 
celular (Figura 15A). Además, el tratamiento combinado de AEE788 con 
celecoxib mostró un porcentaje de células Caco-2 con detención del ciclo 
celular en G1 mayor que con cualquiera de los dos fármacos por separado 
(Figura 15B). Por el contrario, no se observó ninguno de estos efectos en 
las células HCT-116, lo que puede estar relacionado con el bajo nivel de 
expresión de la COX-2 observado en estas células en comparación con 
Caco-2 (Figura 15C) y con su estado K-RAS mutado. De hecho, la 
transfección de células Caco-2 con un plásmido que expresa K-RAS 
constitutivamente activado por mutación, confirmó que la activación de la 
ruta RAS-ERK, como se demostró con la  fosforilación de ERK1/2 
independiente de EGF (Figura 15D), suprimió la actividad antiproliferativa 
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Figura 15. La inhibición de la COX-2 mejora la eficacia antitumoral de AEE788 en células de cáncer 
colorrectal. A) La proliferación celular dirigida por EGF se ensayó en células creciendo en presencia de EGF 
(100 ng/ml) y en presencia o ausencia de AEE788 (2,5 µM), celecoxib (10 µM) y NS-398 (10 µM). B) El análisis 
del ciclo celular se realizó por citometría de flujo después de 48h de tratamiento con AEE788 (2,5 µM) y/o 
celecoxib (10 µM) en células creciendo en presencia de EGF (100 ng/ml). C) Los niveles de expresión de la 
ciclooxigenasa-2 (COX-2) fueron analizados por Western-blot en extractos celulares completos de las células 
Caco-2 y HCT-116. La expresión de β-actina se incluyó como control. D) Las células Caco-2 se transfectaron 
transitoriamente con el plásmido pBabe K-Ras (12V) y  se confirmó mediante western-blot la activación 
constitutiva de ERK1/2 en estas células. E) Las células transfectadas con el gen K-Ras mutado (12V) fueron 
insensibles al efecto antiproliferativo de AEE788 y/o celecoxib. Los datos son las medias ± SEM de tres 




Por otro lado,  celecoxib inhibió la producción de PGE2 en células 
Caco-2 en más de un 70% (Figura 16A), mientras que esta inhibición de la 
actividad enzimática no afectó a la expresión proteica de COX-2 (Figura 
16B). Sin embargo, el tratamiento con AEE788 si disminuyó 
significativamente la expresión de COX-2 en las células Caco-2 (Figura 
16B), lo que explica la reducción del 40% en la producción de PGE2 por 














































Figura 16. Los niveles de producción de la prostaglandina E2 (PGE2) y de expresión 
de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) disminuyen en células de cáncer colorrectal tratatas 
con AEE788 y celecoxib. A) Los niveles de PGE2 se evaluaron en lisados celulares 
después de 12h con los tratamientos indicados en la sección de material y métodos. Los 
datos son las medias ± SEM de tres experimentos independientes (p* <0,05, en 
comparación con el control). B) Las células fueron tratadas durante 6h con los 
tratamientos indicados y la expresión de COX-2 se analizó mediante western-blot. La 





En consonancia con los resultados descritos más arriba, se confirmó 
que el tratamiento combinado de AE788 y celecoxib inhibió también 
significativamente la fosforilación de EGFR, ERK 1/2, y AKT (Ser/Thr) en 
células Caco-2 (Figura 17). Un análisis cuantitativo usando un panel de 
anticuerpos contra quinasas de señalización corroboró además que el 
tratamiento combinado en células Caco-2, produjo una inhibición 
significativamente mayor de la fosforilación de VEGFR, Akt (Ser/Thr) y la 
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Figura 17. AEE788 y celecoxib inhiben la fosforilación de EGFR, ERK 1/2, y AKT 
(Ser/Thr) en células Caco-2. Las células se cultivaron en presencia de EGF (100 ng/ml) y 
se trataron con AEE788 (2,5 µM) y/o celecoxib (10 µM) durante 6 h. El nivel de expresión 
de β-actina se incluyó como control de carga. También se muestra el análisis 
densitométrico correspondiente. Los datos son las medias ± SEM de tres experimentos 
independientes (* p <0,05, en comparación con el control; # p <0,05, en comparación con 
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Figura 18. AEE788 y celecoxib inhiben la fosforilación de distintas quinasas de 
señalización en células Caco-2. Las células se cultivaron en presencia de EGF (100 
ng/ml) y se trataron con AEE788 (2,5 µM) y/o celecoxib (10 µM) durante 6 h. Después del 
inmunoblot, las imágenes del array de expresión se capturaron digitalmente y las formas 
fosforiladas se cuantificaron después de normalizar respecto a sus homólogos 
correspondientes no fosforilados) utilizando el software Image-Lab (Imágenes Biorad 
molecular, ChemiDoc XRS). Los datos son las medias ± SEM de tres experimentos 









2.2. La inhibición de COX-2 aumenta la actividad anti-angiogénica de 
AEE788 
La inhibición de COX-2 en combinación con la actividad anti-
EGFR/VEGFR de AEE788, redujo significativamente la expresión VEGFA 
a nivel de ARNm (Figura 19A) en células Caco-2 , pero no en células 
HCT116. A su vez, la disminución en la expresión del ARNm de VEGFA 
se tradujo en una reducción de la secreción de proteína VEGFA165 al medio 
en células Caco-2, pero no en células HCT116 (Figura 19B). Por otra 
parte, se realizó un ensayo de formación de tubos endoteliales que mostró 
que la actividad angiogénica del medio condicionado por células Caco-2 
tratadas con AEE788 y celecoxib fue significativamente menor que cuando 
las células habían sido tratadas con cualquiera de los fármacos por separado 
(Figura 19C-D).  
Además de las funciones del VEGF sobre la angiogénesis, se ha 
demostrado que la función autocrina de VEGF puede estar implicada en 
promover la migración celular (Oommen et al., 2011, Perrot-Applanat and 
Di Benedetto, 2012). Por lo tanto, se investigaron los efectos de la 
combinación del AEE788 y/o celecoxib sobre la migración de las células 
Caco-2 y HCT-116 usando el ensayo de la herida. Tal y como se muestra 
en la figura 20A-B, el tratamiento combinado fue el más eficaz en la 
reducción de la migración de células Caco-2. Por el contrario, ninguno de 
los tratamientos mostró una gran eficacia en la reducción de la capacidad 
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Figura 19. El celecoxib intensifica la actividad anti-angiogénica de AEE788. A) Los 
niveles de expresión del  ARNm de VEGF-A se analizaron mediante RT-PCR a tiempo 
real  en células de cáncer colorrectal que crecieron en la presencia de EGF (100 ng/ml) y 
expuestas a los tratamientos indicados durante 48h. B) Los niveles de producción 
VEGFA165 se cuantificaron mediante ELISA en los sobrenadantes recogidos de las células 
que crecieron en presencia de EGF (100 ng/ml) y se trataron con AEE788 (2,5 µM) y o 
celecoxib (10 µM) durante 48h. Los datos son las medias ± SEM de tres experimentos 
independientes (* p <0,05, en comparación con el control). C) Para evaluar la actividad 
angiogénica del medio condicionado por células Caco-2 expuestas durante 24h a los 
tratamientos indicados se usó el ensayo de formación de tubos endoteliales. Los datos son 
la longitud total de los tubos formados en píxeles (px), mostrando las medias ± SEM de 
tres experimentos independientes (* p <0,05, en comparación con el control). D) Se 
muestran imágenes representativas de las redes interconectadas formadas después del 
tratamiento de células endoteliales con el medio condicionado por células Caco-2 
expuestas a los tratamientos indicados. El grado de formación de los tubos se cuantificó 
como se indica en la sección de Materiales y Métodos. (Ampliación final: X40, la barra de 







Figura 20. El tratamiento combinado de AE788 y celecoxib reduce la capacidad 
migratoria de las células de cáncer colorrectal. A) El ensayo de la herida se utilizó para 
analizar la inhibición de la migración celular en células de cáncer colorrectal tratadas 
durante 24 h con AEE788 (2,5 µM) y/o celecoxib (10 µM). Los datos son las medias ± 
SEM de tres experimentos independientes (* p <0,05, en comparación con el control; # p 
<0,05, en comparación con las células tratadas con AEE788). (Ampliación final: X100, la 
barra de escala corresponde a 100 micras. B) Se muestran imágenes representativas de la 
monocapa confluente de células de Caco-2 y HCT-116. Las líneas amarillas indican el 
frente invasivo en el ensayo de la herida. El cierre de la herida fue fotografiado entre 0h y 
24 h después de haber hecho la herida. El área de la herida en células control a tiempo 0h 







3. EL TRATAMIENTO COMBINADO DE AEE788 Y CELECOXIB 
ALTERA LA DISTRIBUCIÓN SUBCELULAR DE β-CATENINA EN 
CÉLULAS CACO-2 
 
En el cáncer colorrectal la hiperactivación de la señalizaciónWnt-β-
catenina juega un papel  crucial en la progresión tumoral. Tanto la β-
catenina (CTNNB1) como APC (regulador negativo de la estabilidad de β-
catenina), se encuentran frecuentemente mutados  en los tumores de colon 
(Anastas and Moon, 2013). En nuestro estudio, la línea celular Caco-2 
alberga una mutación en APC, mientras que las células HCT-116 portan 
una deleción en un solo aminoácido de CTNNB1 (p.S45del), que impiden 
la fosforilación de β-catenina y la degradación por el proteasoma. Ambas 
mutaciones dan lugar a la acumulación de β-catenina, que a continuación, 
se transloca al núcleo y causa la activación aberrante de genes regulados 
por Wnt-β-catenina.  
Por tanto, se realizó un estudio para determinar si el tratamiento con 
AE788 y/o celecoxib modifica la distribución subcelular de β-catenina en 
células de cáncer de colon. Como se muestra en la figura 21, la 
microscopía confocal mostró que tanto Caco-2 y HCT-116 expresan altos 
niveles de β-catenina. En las células no tratadas, β-catenina aparece tanto 
en membrana y citoplasma como en el núcleo. No obstante, el tratamiento 
combinado AEE788/celecoxib en células Caco-2 redujo drásticamente los 
niveles de β-catenina nuclear (Figura 21A). Sin embargo, ninguno de los 
tratamientos alteró significativamente la distribución subcelular de β-








Figura 21. El tratamiento combinado de AEE788 y celecoxib altera la distribución 
subcelular de β-catenina en células Caco-2. Para determinar la localización subcelular 
de β-catenina, tanto en A) Caco-2, como en B) HCT-116, las células se trataron con 
AEE788 (2,5 µM) y o celecoxib (10 µM) durante 6 h, y posteriormente, se analizó la 
inmufluorescencia con un anticuarpo específico β-catenina (verde) y una contratinción 
nuclear con DAPI. C) Se muestran las imágenes combinadas de β-catenina y DAPI. Los 
datos son medias ± SEM de tres experimentos independientes (* p <0,05, en comparación 
con el control; # p <0,05, en comparación con las células tratadas con AEE788) 




4. EL TRATAMIENTO COMBINADO AEE788 Y CELECOXIB 
ALTERA LA INTERACCIÓN DE FOXM1- β-CATENINA EN LAS 
CÉLULAS CACO-2 
 
No se conocen bien  los mecanismos moleculares que regulan la 
importación nuclear de β-catenina durante la señalización de Wnt. De 
hecho, β-catenina carece de una señal de localización nuclear y no depende 
ni de importinas, ni de la GTPasa Ran relacionada con Ras para la 
translocación nuclear (Henderson and Fagotto, 2002). Sin embargo, se ha 
demostrado que la translocación nuclear de β-catenina depende de su unión 
al factor de transcripción FOXM1 (Zhang et al., 2011). Por tanto, se analizó 
si la expresión y localización subcelular de FOXM1 se alteraba en los 
diferentes tratamientos. Como se muestra en la figura 22, el tratamiento 
con AEE788 y celecoxib, redujo significativamente los niveles de 
expresión de la proteína FOXM1 en células de Caco-2. Por el contrario, 
ninguno de los diferentes tratamientos ejerció un efecto significativo sobre 
la expresión de FOXM1 en células HCT-116.  
Además, el análisis de microscopía confocal en células de Caco-2 
(Figura 23A) y HCT-116 (Figura 23B), reveló que la colocalización 
nuclear de FOXM1 y β-catenina fue significativamente menor en células 
Caco-2 tratadas con AEE788 y/o celecoxib (Figura 23C). Sin embargo, ni 
AEE788, ni celecoxib, solo o en combinación, alteraron significativamente 
la colocalización nuclear de FOXM1 y β-catenina en las células HCT-116. 
La interacción directa de FOXM1 y β-catenina también se determinó 
usando ensayos de co-inmunoprecipitación. Como se muestra en la figura 
23D, se detectó FOXM1 cuando se precipitó β-catenina, y sus niveles se 








Figura 22. El tratamiento combinado de AEE788 y celecoxib disminuye los niveles de 
expresión de la proteína FOXM1 en células de cáncer colorrectal. La expresión de 
FOXM1 se analizó mediante western-blot en células cultivadas en presencia de EGF (100 
ng/ml) y tratadas con AEE788 (2,5 µM) y/o celecoxib (10 µM) durante 6 h. La expresión 
de actina se incluyó como control. También se muestra el análisis densitométrico 
correspondiente. Los datos son las medias ± SEM de tres experimentos independientes (* 












Figura 23. El tratamiento combinado de AEE788 y celecoxib altera la interacción β-catenina-
FOXM1. Para determinar la localización subcelular de β-catenina y FOXM1, en A) Caco-2 y, B) 
HCT-116 las células fueron expuestas a AEE788 (2,5 µM) y/o celecoxib (10 µM) durante 6h. 
Después se detectaron con un anticuerpo anti-β-catenina (verde) o anti-FoxM1 (rojo), y una 
contratinción nuclear con DAPI (azul). Se muestran la combinación de imágenes de β-catenina, 
FOXM1 y DAPI. (Ampliación final: 400 X para Caco-2 y 600 X para HCT-116). C)  Para el análisis 
de co-localización nuclear de β-catenina y FOXM1 se usó el coeficiente de Pearson´s. Los datos son 
las medias ± SEM de tres experimentos independientes (*p <0,05, en comparación con el control) D) 
Tras 6h con los tratamientos indicados, las células Caco-2 se lisaron, y los extractos se sometieron a 
inmunoprecipitación (IP) con un anticuerpo anti-β-catenina o un IgG como control, seguido de una 




5. LA TERAPIA COMBINADA AEE788/CELECOXIB AFECTA A 
LAS VÍAS DE SEÑALIZACIÓN RELACIONADAS CON CÉLULAS 
MADRE TUMORALES EN CÁNCER COLORRECTAL 
 
Numerosos estudios indican que la señalización de la ruta Wnt-β-
catenina contribuye a la progresión tumoral a través del mantenimiento de 
las subpoblaciones altamente tumorigénicas de células madre tumorales 
(cancer stem cells, CSCs) (Fodde and Brabletz, 2007, Vermeulen et al., 
2010, Holland et al., 2013). Entre los métodos utilizados para el estudio de 
las CSCs existen ensayos funcionales que analizan la capacidad de de auto-
renovación, como es el caso de la formación in vitro de tumoroesferas. En 
este ensayo, las células se cultivan a una densidad clonal con medio libre de 
suero en placas de baja adherencia. En estas condiciones, solamente una 
subpoblación de células indiferenciadas tumorales con características de 
CSCs sobrevive, y es  capaz de generar tumoroesferas (colonosferas) en 
suspensión por autorrenovación. Por tanto, el próximo estudio se encaminó 
a analizar el impacto del tratamiento combinado AEE788 y celecoxib sobre 
la capacidad de las células de cáncer colorrectal para formar colonosferas 
in vitro. En primer lugar, para verificar que las colonosferas formadas se 
originaban a partir de células individuales, se realizaron experimentos de 
control mediante tinción fluorescente lipofílica (Figura 24). En este ensayo 
se mezclaron un número igual de células teñidas con el fluorocromo DiI 
(rojo) y otras con el DiO (verde). Se comprobó que las colonosferas 
obtenidas eran de un solo color, verde o rojo, indicando que se habían 






de las colonosferas de Caco-2 y HCT-116 mostraban mayores niveles de β-
catenina, Oct 3/4, Nanog, Sox-2 y Ep-Cam, que son considerados 
marcadores stem, en comparación con las células adherentes parentales 
(Figura 25). 
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Figura 24. Las colonosferas formadas derivan de células individuales (Ampliación 
final: X200, barra de escala corresponde a 100 micras). 
 
 
Como se muestra en la figura 26A, el pre-tratamiento de células 
Caco-2 con AEE788, solo o en combinación con celecoxib, redujo 
significativamente su capacidad para formar colonosferas. Por el contrario, 
sólo el tratamiento combinado redujo significativamente la formación de 






Por lo tanto, en ambas líneas celulares el tratamiento combinado 
contribuyó a la disminución de la subpoblación de CSCs. Además, en 
ambas líneas celulares el tratamiento combinado causó la formación de 
colonosferas de menor tamaño en comparación con las derivadas de las 

































































































Figura 25. Las colonosferas formadas por las células de Caco-2 y HCT-116 tienen 
una mayor expresión de proteínas relacionadas con la pluripotencia. A) La expresión 
de las proteínas Oct 3/4, Nanog y Sox-2 se analizaron en extractos celulares utilizando un 
array de anticuerpos tal y como se describe en la sección de Materiales y Métodos. Los 
datos muestran el número de veces que cambia la expresión en las células en crecimiento 
que forman las colonosferas en comparación con las células adherentes parentales. B) La 
expresión de β-catenina y Ep-CAM se analizó tanto en células Caco-2, como HCT-116 
cultivadas como colonosferas o en adherencia. La expresión de actina se incluyó como 
control. Los datos son las medias ± SEM de tres experimentos independientes (*p<0,05, 
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Figura 26. El tratamiento combinado de AEE788 y celecoxib en células de cáncer de 
colon afecta a la capacidad de formación de colonosferas. Las células de cáncer de 
colon se pre-trataron con 2,5 µM AEE788 solo o en combinación 10 µM de celecoxib en 
presencia de 100 ng/ml de EGF durante 48 h, y luego se sembraron las células a una 
densidad clonal en medio libre se suero en placas de cultivo de baja adherencia. Después 
de siete días, A) el número, B) el tamaño y C) el aspecto de las colonosferas formadas se 
evaluaron por microscopía. El tamaño de las esferas se cuantificó usando el software de 
imágenes Image J. (Aumento final: X100, la barra de la escala corresponde a 100 micras. 
Los datos son medias ± SEM de tres experimentos independientes (* p <0,05, en 
comparación con el control; # p <0,05, en comparación con las células tratadas con 
AEE788). 
 
Estos resultados concuerdan con los niveles de expresión de los 
marcadores stem Oct 3/4, Nanog, Sox-2 y snail, que se redujeron 
significativamente en las células Caco-2 después del tratamiento con 
AEE788, sobre todo cuando se combinó con celecoxib (Figura 27). La 
reducción de la expresión de Nanog y Sox-2 también se observó en las 
células HCT116 después del tratamiento con AEE788 solo o en 




 En suma, estos resultados sugieren que estos tratamientos son 
eficaces en la reducción de la subpoblación de CSCs en cáncer de colon, 
tanto en el contexto de células con K-RAS mutado o en células con K-RAS 
no mutado, a través de su efecto sobre vías de señalización relacionadas 
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Figura 27. El tratamiento combinado de AEE788 y celecoxib redujo los niveles de 
expresión de marcadores relacionados con características stem en células de cáncer 
colorrectal. La expresión de oct 3/4, Nanog y Sox-2 se analizó mediante western blot en 
extractos celulares después de 6h con los tratamiento indicados. La expresión de actina se 
incluyó como control. También se muestra el análisis densitométrico correspondiente. Los 
datos son las medias ± SEM de tres experimentos independientes (* p <0,05, en 





6. EVALUACIÓN DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO 
COMBINADO CETUXIMAB/CELECOXIB SOBRE LA 
PROLIFERACIÓN, APOPTOSIS Y SOBRE LAS RUTAS 
INTRACELULARES ACTIVADAS POR EL EGFR 
 
6.1. El tratamiento combinado cetuximab/celecoxib inhibe la 
proliferación celular e induce apoptosis en las células de cáncer 
colorrectal 
En primer lugar, se analizó la actividad anti-proliferativa y anti-
apoptótica del tratamiento combinado de cetuximab (100 µg/ml) /celecoxib 
(10 µM y 50 µM)  en las líneas celulares Caco-2, HCT-116 y HT-29 
(Figura 28A). En este segundo bloque de experimentos con 
cetuximab/celecoxib, se introdujo una nueva línea de CCR (HT-29). Se 
eligió esta línea como modelo de resistencia intrínseca a la terapia con 
cetuximab (Napolitano et al., 2015), debido a los bajo niveles de expresión 
del EGFR (Limasale et al., 2015). En los ensayos de proliferación celular, 
tanto cetuximab como celecoxib, mostraron una capacidad antiproliferativa 
en la línea celular Caco-2 cuando se administraron de forma aislada, pero 
se obtuvo un efecto inhibidor más potente cuando se combinaron ambos 
tratamientos, lo que supuso una reducción de la proliferación en un 80%, 
mientras que en la línea HT-29 solo la combinación de ambos fármacos 
pudo reducir la proliferación en un 50%. Sin embargo, la línea HCT-116 







Por otro lado, cuando se analizó la capacidad de cetuximab y/o 
celecoxib para inducir apoptosis (Figura 28B), se confirmó que solamente 
el tratamiento combinado de cetuximab y celecoxib ejerció un claro efecto 
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Figura 28. El tratamiento combinado con celecoxib y cetuximab inhibe la 
proliferación celular e induce apoptosis en células de cáncer colorrectal. A) La 
proliferación celular y, B) apoptosis celular se evaluó a las 72h de tratamiento con 
diferentes dosis de celecoxib (10 µM and 50 µM), solo o en combinación con el anticuerpo 
monoclonal anti-EGFR cetuximab (100 µg/ml) en células de cáncer colorrectal. Los datos 
representados son las medias ± SEM de tres experimentos independientes(*p <0,05, 






6.2. La combinación de cetuximab y celecoxib inhibe la ruta de 
señalización dirigida por EGFR en células de cáncer colorrectal 
Para evaluar el efecto inhibitorio del cetuximab y/o celecoxib sobre la 
ruta de señalización EGFR, se estudió la fosforilación de EGFR, ERK y 
AKT (Figura 29). El cetuximab inhibió eficazmente la fosforilación de 
EGFR en las tres líneas. Sin embargo, y tal y como indica la inhibición de 
la fosforilación por EGF de ERK 1/2 y Akt Ser, la combinación cetuximab 
(100 µg/ml) y celecoxib (10 µM y 50 µM) inhibió la señalización dirigida 
por EGFR solamente en las células Caco-2 y HT-29, pero no en células 
HCT-116. Por lo tanto, la actividad antiproliferativa de la combinación 
cetuximab/celecoxib en células de cáncer de colon es fuertemente 
dependiente del contexto mutacional de K-RAS. 	
7. EL TRATAMIENTO COMBINADO DE CETUXIMAB Y 
CELECOXIB ALTERA LA DISTRIBUCIÓN SUBCELULAR DE β-
CATENINA EN CÉLULAS DE CACO-2 	
A continuación se analizó si el tratamiento con cetuximab y/o 
celecoxib modifica la distribución subcelular de β-catenina en células 
Caco-2. Como se muestra en la figura 30A, la microscopía confocal 
determinó que en las células no tratadas, la expresión de β-catenina se 
detectó en membrana, citoplasma y núcleo. Sin embargo, el tratamiento con 
cetuximab y sobre todo, el tratamiento combinado cetuximab/celecoxib, 
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Figura 30. El tratamiento combinado cetuximab/celecoxib altera la distribución 
subcelular de β-catenina en células Caco-2. A) Las células fueron expuestas durante 6 
horas al tratamiento con celecoxib (10 µM) solo o en combinación de cetuximab (100 
µg/ml) en presencia de EGF (100 ng/ml). Se usó el software Image J, para obtener la 
combinación de imágenes de β-catenina y DAPI. La ampliación final es de 400X. B) 
Representación del análisis de la colocalización de β-catenina y DAPI en el núcleo de las 
células Caco-2. Los datos representados son las medias ± SEM de tres experimentos 




8.  FOXM1 PARTICIPA EN LA RESPUESTA DE LAS CÉLULAS 
DE CÁNCER COLORRECTAL AL TRATAMIENTO CON 
CETUXIMAB Y/O CELECOXIB 
 
Como indicaban los resultados del bloque experimental anterior, el 
factor de transcripción FOXM1 parece jugar un papel importante en la 
respuesta de la células de cáncer colorrectal a un tratamiento anti-EGFR. 
Por ello, se decidió analizar si la expresión de FOXM1 participa también en 
el efecto anti-proliferativo de cetuximab y/o celecoxib. Para ello, primero 
se silenció específicamente la expresión de este factor de transcripción en 
las 3 líneas celulares utilizadas. Como se observa en la figura 31A, la 
microscopía confocal mostró una reducción notable de los niveles de 
expresión de la proteína FOXM1 y de β-catenina nuclear, tras el 
silenciamiento específico de FOXM1 en células Caco-2. Este 
silenciamiento específico de FOXM1 se confirmó además analizando la 
expresión de la proteína FOXM1 en extractos celulares totales de Caco-2 
(figura 31B). Además, tal y como muestra la figura 31C, el silenciamiento 
específico de FOXM1, redujo de manera significativa el efecto 





















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































9. EL TRATAMIENTO COMBINADO DE CETUXIMAB Y 
CELECOXIB ALTERA LA INTERACCIÓN DE FOXM1-β-
CATENINA EN LAS CÉLULAS DE CCR 
 
Se decidió a continuación investigar si el tratamiento combinado de 
cetuximab y celecoxib altera también la interacción del complejo FOXM1-
β-catenina en células de cáncer colorrectal. Como se observa en la figura 
32A-B, la colocalización nuclear de FOXM1 y β-catenina fue 
significativamente menor cuando se trataron las células Caco-2 y HT-29 
con cetuximab o con el tratamiento combinado de ambos fármacos. Sin 
embargo, ni cetuximab, ni celecoxib, solo o en combinación, alteró 
significativamente la colocalización nuclear de FOXM1 y β-catenina en las 
células HCT-116 (figura 32C). 
Para confirmar los resultados anteriores, las tres líneas celulares de 
cáncer colorrectal se expusieron a los distintos tratamientos, cetuximab, 
celecoxib y el combinado de ambos fármacos y, tras la separación en las 
fracciones citosólica y nuclear, se analizó la expresión proteica de FOXM1 
y β-catenina, mediante western blot. Como se muestra en la figura 33, el 
tratamiento con cetuximab y/o celecoxib disminuyó fundamentalmente los 
niveles nucleares de FOXM1 y β-catenina, en las líneas Caco-2 y HT-29. 
Por el contrario, ni AEE788, ni celecoxib, solos o en combinación, 
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Figura 32. El tratamiento combinado celecoxib/cetuximab altera la interacción de 
FOXM1-β-catenina en células de CCR. Para determinar la localización subcelular de β-
catenina y FOXM1 en A) Caco-2, B) HT-29 y C) HCT-116, las células  se trataron con 
celecoxib (10 µM y 50 µM), solo o en combinación con cetuximab (100 µg/ml) durante 1 
hora. Pasado el tiempo de pre-incubación, las células se trataron con EGF (100 ng/ml) 
durante 6 horas. Después se detectaron las proteínas de interés con un anticuerpo anti-β-
catenina (verde) o anti-FoxM1 (rojo), y una contratinción nuclear con DAPI (azul). Se 
muestran la combinación de imágenes de β-catenina, FOXM1 y DAPI., a una ampliación 
final de 400X (Caco-2) y de 600X (HT-29 y HCT-116) D) Cuantificación de la 
colocalización de β-catenina y FOXM1. Los datos representados son las medias ± SEM de 
tres experimentos independientes (*p <0,05, comparado con el control; # p<0,05, 
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10. EL TRATAMIENTO COMBINADO DE CETUXIMAB Y 
CELECOXIB AFECTA A LA CAPACIDAD DE FORMACIÓN DE 
COLONOSFERAS EN CÉLULAS DE CÁNCER DE COLON 
 
De manera similar a los resultados obtenidos en el bloque 
experimental anterior,  el pre-tratamiento de las células Caco-2 y HT-29 
con cetuximab, solo o en combinación con celecoxib, redujo su capacidad 
para formar colonosferas (figura 34A). Significativamente, en el caso de 
las células de HCT-116 solamente el tratamiento combinado redujo 
significativamente la formación de colonosferas. Por lo tanto, el 
tratamiento combinado contribuyó de manera significativa a la disminución 
de la subpoblación de CSC en las tres líneas celulares. Además, en las tres 
líneas celulares el tratamiento combinado causó la formación  colonosferas 
de menor tamaño en comparación con las derivadas de las células no 
tratadas (figura 34B-C).  
 
11.  LA EXPRESIÓN  DEL  FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN 
FOXM1 EN CÁNCER COLORRECTAL SE ASOCIA 
SIGNIFICATIVAMENTE CON LA RESPUESTA AL 
TRATAMIENTO CON CETUXIMAB 	
Los resultados hasta ahora obtenidos indicaron qué la localización 
nuclear de FOXM1 y β-catenina, en líneas celulares de caáncer colorrectal 































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































y/o celecoxib. Por ello, se decidió analizar si la expresión de FOXM1 y/o 
β-catenina en los tumores constituye un factor de respuesta a terapia anti-
EGFR. Para ello se analizó la expresión de ambas proteínas mediante 
inmunohistoquímica en una cohorte de 25 tumores de colon avanzado de 
pacientes tratatos con cetuximab y con diferentes grados de respuesta al 
tratamiento (figura 35A). Se definieron 2 grupos de pacientes: un grupo de 
pacientes no respondedores al tratamiento con un tiempo de fallo al 
tratamiento inferior a 6 meses y otro grupo de pacientes con un fallo al 
tratamiento superior a 6 meses. Las características clínico-patológicas de 
las muestras tumorales analizadas se resumen en la tabla 6. 
 
FOXM1 y β-catenina se detectaron tanto en el citoplasma como el 
núcleo de las células tumorales. No se observó una asociación significativa 
de la presencia de β-catenina en el núcleo de las células tumorales y la 
respuesta al fármaco. Sin embargo, sí se observó una localización 
diferencial de FOXM1 en ambos grupos de pacientes. Así, como se observa 
en las figuras 35A y 35B, en la inmensa mayoría (91%) de los tumores que 
no respondieron al tratamiento, no se inmunodetectó FOXM1 en el núcleo. 
Sin embargo, en la mayoría de los tumores (64%) que respondieron a 
terapia con cetuximab, sí se detectó este factor de transcripción en el núcleo 
de las células tumorales. Por tanto, existe una asociación significativa entre 
la presencia en el núcleo de células tumorales del factor de transcripción 











Tabla 6. Características clínico-patológicas de los tumores de colon analizados 
comparadas de acuerdo a la respuesta o no respuesta a la terapia con cetuximab. 
Ninguna de las variables clínico-patológicas fue significativamente diferente al comparar 
los grupos respondedores y no-respondedores al tratamiento con cetuximab (* p<0,05; 
prueba de chi-cuadrado). Todos los parámetros se equilibraron de manera aceptable entre 
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1. LA INHIBICIÓN SIMULTÁNEA DEL 
EGFR/VEGFR Y COX-2 EJERCE UN EFICAZ 
EFECTO ANTI-TUMORAL EN CÉLULAS DE 
CÁNCER COLORRECTAL  
 
En los últimos años se ha puesto de manifiesto, a través de 
multitud de estudios experimentales, que numerosas rutas celulares 
complejas participan entre otras funciones, en la proliferación, 
supervivencia y angiogénesis de las células tumorales. Por ello, la 
combinación de terapias dirigidas hacia múltiples rutas oncogénicas 
podría ser una aproximación más eficaz. En nuestro estudio, la 
combinación de AEE788, que es un inhibidor tirosina quinasa 
dirigido tanto a EGFR como a VEGFR, con celecoxib, que es un 
inhibidor específico de COX-2, demostró no solo una mayor 
eficacia al inhibir la proliferación, migración y angiogénesis en 
células de CCR, sino que además redujo la población de CSCs al 
afectar a rutas específicas que regulan las características stem en 
estas células. Se ha descrito previamente que AE788 ejerce efectos 
tanto apoptóticos como de detención del ciclo celular en varios 
modelos de cáncer humano (Park et al., 2005, Barbarroja et al., 
2010, Venkatesan et al., 2012). En consonancia con esos estudios, 
el presente trabajo muestra que AEE788 afectó la señalización 
regulada por EGFR, inhibiendo la proliferación celular, 
aumentando la muerte por apoptosis y provocando la detención en 
G1 del ciclo celular en células Caco-2, pero no en células HCT-116, 
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que portan una mutación en K-RAS. De hecho, si se activaba el eje 
EGFR-RAS-ERK transfectando células Caco-2 con un gen K-RAS 
mutado se eliminaba el efecto antiproliferativo de AEE788. Por 
tanto, la actividad anti-tumoral de AEE788, solo o en combinación 
con celecoxib, en células de CCR, es claramente dependiente de un 
estado no mutado de K-RAS. 
Varios estudios han demostrado que no solamente las células 
endoteliales, sino también las tumorales expresan receptores para 
VEGF y responden a señales paracrinas y autocrinas de este factor 
pro-angiogénico (Goel and Mercurio, 2013). Los resultados del 
presente estudio apoyan esa hipótesis, ya que AEE788 fue capaz de 
inhibir la proliferación causada por VEGF en células Caco-2. Sin 
embargo, AEE788 ha demostrado ser un débil inhibidor de 
VEGFR, en comparación con su actividad anti-EGFR (Traxler et 
al., 2004). De hecho, los estudios farmacodinámicos demostraron 
que las dosis tolerables de AEE788 son eficaces inhibiendo a EGFR 
pero no a VEGFR, lo que condujo a la terminación de los 
programas de desarrollo clínico de este fármaco (Baselga et al., 
2012). 
Por otro lado, se ha descrito la existencia de un bucle 
autocrino en el que VEGF induce la expresión de COX-2 y la 
producción de prostaglandinas, que a su vez inducen la síntesis de 
VEGF (Grau et al., 2006, Toomey et al., 2009). En este sentido, hay 
que remarcar que los experimentos que se describen en el presente 
estudio demuestran que la combinación con inhibidores de COX-2 
es capaz de intensificar los efectos antitumorales de AEE788. 




VEGF-A, la producción de la proteína VEGF-165, y la actividad 
antiangiogénica del medio condicionado de células Caco-2 tratadas 
con AEE788 se intensificara de manera notable al añadir celecoxib,  
apoya la existencia de este bucle autocrino COX-2-VEGF. La 
enzima COX-2 es pleiotrópica y regula muchas funciones celulares, 
incluyendo la motilidad (Banu et al., 2007, Larkins et al., 2006) y 
este estudio demuestra que el celecoxib fue capaz de inhibir de 
manera eficaz la migración en células Caco-2. Además, la 
combinación de celecoxib con AEE788 tuvo un mayor impacto en 
la migración celular de estas células tumorales, en consonancia con 
estudios previos que sugieren una interconexión entre EGFR y 
COX-2 (Dannenberg et al., 2005). 
Se sabe que la prostaglandina E2 (PGE2) derivada de la 
actividad COX-2, promueve el crecimiento de las células tumorales 
incrementando la señalización wnt//β-catenina (Castellone et al., 
2005). Además, se ha descrito que los efectos  biológicos de PGE2 
están mediados por receptores específicos (PEG2 receptors, 
receptores EP), que son capaces de transactivar EGFR (Han et al., 
2006, Donnini et al., 2007). Por tanto, la intercomunicación entre 
EGFR y COX-2 puede jugar un importante papel en rutas que 
regulan características stem en CCR, como wnt/β-catenina. De 
hecho, el presente estudio demuestra que el tratamiento combinado 
AEE788/celecoxib disminuyó drásticamente los niveles nucleares 
de β-catenina en las células tumorales. 
Los mecanismos moleculares responsables de la translocación 
de β-catenina al núcleo no están muy claros, aunque un reciente 
estudio en células de glioma ha demostrado que es necesaria la 
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interacción directa entre el factor de transcripción FOXM1 con β-
catenina para esa localización nuclear y la posterior activación 
transcripcional (Zhang et al., 2011). La proteína FOXM1, también 
conocida como HFH-11, WIN o Trident, pertenece a la 
superfamilia de Forkhead de factores de transcripción y regula la 
expresión de multitud de genes diana mediante su unión a la 
secuencia consenso TAAACA (Korver et al., 1997, Jackson et al., 
2010). Se identificó por primera vez como una fosfoproteína de fase 
mitótica (MPP2) en la línea de cáncer cervical HeLa (Westendorf et 
al., 1994). Se sabe que FOXM1 juega un papel esencial en la 
regulación de una gran cantidad de procesos biológicos, incluyendo 
progresión del ciclo celular, proliferación celular, la diferenciación 
celular, reparación de ADN, angiogénesis y apoptosis, y se 
encuentra sobre-expresado en muchos tumores (Kalinina et al., 
2003, Wang et al., 2007, Nakamura et al., 2010).  Además, se ha 
descrito el papel crítico de FOXM1 en la proliferación y 
crecimiento tumoral en el cáncer colorrectal (Yoshida et al., 2007) y 
que la sobre-expresión de dicho factor de transcripción está 
relacionada con un incremento en el potencial metastásico y  un 
peor pronóstico (Chu et al., 2012). 
Es interesante destacar que la señalización EGFR/RAS 
conduce a la activación y translocación al núcleo de FOXM1 (Ma et 
al., 2010, Wang et al., 2014), y los datos del presente estudio 
sugieren que la capacidad de alterar la localización nuclear de β-
catenina al inhibir de manera combinada EGFR y COX-2 puede 
estar relacionada con una alteración de ese eje FOXM1-β-catenina. 




que el tratamiento combinado AEE788/celecoxib redujo la 
interacción entre ambas proteínas. Esto podría explicar porqué 
AEE788 fue también más eficaz en la reducción de características  
stem y la población de CSCs en las células de CCR. 
La presencia de esas poblaciones de CSCs parece ser una de 
las principales razones por las que las terapias actualmente 
disponibles no son muy eficaces en prevenir la progresión tumoral, 
las metástasis y la recurrencia tumoral (Merlos-Suarez et al., 2011). 
Por tanto, para conseguir un tratamiento efectivo en CCR es 
necesaria la eliminación selectiva de estas CSCs (Botchkina, 2013). 
En el presente estudio, el tratamiento combinado de AEE788 con 
celecoxib redujo de manera significativa la capacidad de las células 
de CCR para crecer formando colonosferas, un ensayo funcional de 
la capacidad de auto-renovación que caracteriza a las CSCs. Este 
efecto puede ser debido al impacto que tuvo este tratamiento sobre 
la localización nuclear de β-catenina. La ruta wnt/β-catenina juega 
un papel crítico en las CSCs, incluyendo las CSCs del CCR 
(Botchkina, 2013), y en estudios previos se ha demostrado que los 
niveles de β-catenina regulan la actividad de marcadores de 
pluripotencia tales como Oct3/4, Nanog and Sox2 (Wang et al., 
2013, Faunes et al., 2013, Li et al., 2013). En consonancia, el 
presente estudio demuestra que el tratamiento con AEE788, 
especialmente al combinarlo con celecoxib, redujo 
significativamente la expresión de Oct 3/4, Nanog y Sox-2 en 
células de CCR. Es importante remarcar que hay estudios que 
indican que tanto la expresión nuclear de SOX-2 como β-catenina 
se asocia con metástasis a distancia en CCR (Neumann et al., 
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2011), lo que subraya la importancia de estos marcadores en la 
diseminación a distancia de la enfermedad. 
En resumen, el presente estudio muestra que el tratamiento 
combinado de AEE788 y celecoxib no sólo mostró una mayor 
eficacia anti-tumoral en células de cáncer colorrectal, sino que 
también redujo la subpoblación de CSCs al inhibir rutas de 
señalización específicas relacionadas con características stem. Los 
datos experimentales sugieren además que la inhibición simultánea 
de EGFR y COX-2 en células de CCR altera el funcionamiento del 
eje FOXM1/β-catenina, impactando en las subpoblación de CSCs, 
por lo que supondría una mejora en la eficacia de las terapias 
disponibles actualmente para el tratamiento de CCR. 
 
2. LA ADICIÓN DE CELECOXIB MEJORA EL 
EFECTO ANTITUMORAL DE CETUXIMAB EN 
CÁNCER COLORRECTAL 	
El cetuximab (CET, Erbitux, C225) es un anticuerpo 
monoclonal IgG quimérico humano-murino que fue aprobado por la 
FDA (Administración de alimentos y medicamentos de EEUU) en 
2004, para el tratamiento del CCR como medicamento único o en 
combinación con la quimioterapia (Qian et al., 2014). El cetuximab 
es un molécula de 152 kDa, que compite con el EGF (ligando del 
receptor EGFR) en su unión al dominio extracelular de EGFR, 
inhibiendo por tanto, la actividad tirosina quinasa, inhibiendo el 




Harding and Burtness, 2005). Los estudios preclínicos sugieren que 
cetuximab inhibe la proliferación de las líneas celulares que 
expresan EGFR y que aumenta la actividad citotóxica de la 
quimioterapia y la radioterapia (Sridhar et al., 2003, Park et al., 
2010). Sin embargo, debido a la adquisición de resistencia al 
tratamiento, solamente el 10-20% de los pacientes obtienen 
beneficio clínico en el uso de este anticuerpo monoclonal (Tol et 
al., 2009). Por tanto, el tratamiento combinado de cetuximab con 
otros fármacos puede ser una estrategia beneficiosa para aumentar 
su efecto terapéutico. Por otro lado, el bloqueo de la vía dirigida por 
COX-2 ha demostrado ser eficaz en la disminución de la incidencia 
de pólipos precancerosos en pacientes con FAP. Sin embargo, 
existen estudios que muestran que la inhibición de COX-2 no 
aparece añadir beneficio cuando se combina con quimioterapia en 
el CCRm (Pan et al., 2005, Maiello et al., 2006, El-Rayes et al., 
2008, Kohne et al., 2008).. Dados los resultados previamente 
obtenidos al combinar un fármaco anti-EGFR como AEE788 y 
celecoxib y la sinergia existente entre las vías reguladas por EGFR 
y COX-2 (Han et al., 2006), la combinación de cetuximab con 
celecoxib podría suponer también una mejora de la eficacia 
antitumoral de este anticuerpo monoclonal, y un aumento del su 
beneficio terapéutico en CCR.  
Los datos del presente estudio muestran como la combinación 
de cetuximab y celecoxib inhibió significativamente, y de forma 
más acusada que en el caso de AEE788, la proliferación celular, 
indujo eficazmente la apoptosis y alteró la señalización regulada 
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por el receptor EGFR en células Caco-2 y HT-29 no mutadas en K-
RAS. Además, existen estudios que muestran que los TKI, como 
AEE788, son menos potentes que los anticuerpos monoclonales, en 
cuanto a sus efectos sobre la proliferación, apoptosis e invasión 
celular (Merchant et al., 2008, Therasse et al., 2000, Van Cutsem et 
al., 2007). De acuerdo con estos resultados, otros estudios recientes 
en carcinoma oral, de cabeza y cuello, y pulmón entre otros, han 
descrito la sinergia existente entre cetuximab y celecoxib en la 
inhibición del crecimiento tumoral, inducción de apoptosis, 
inhibición de la actividad EGFR y de la resistencia a fármacos (Xia 
et al., 2013, Qian et al., 2014, Yang et al., 2015).  
Existen estudios que muestran que la inhibición simultánea de 
FOXM1 y COX-2, promueve la inhibición de la viabilidad celular, 
induce la apoptosis en modelos in vivo e in vitro de CCR (Ahmed et 
al., 2015). En el presente estudio, en células Caco-2 y HT-29 el 
tratamiento combinado cetuximab/celecoxib redujo la interacción 
FOXM1/β-catenina así como los niveles de ambas proteínas, sobre 
todo en la fracción nuclear. Por otro lado, esta reducción no se 
observó en la línea celular HCT-116 mutada en K-RAS, 
confirmando el papel que la señalización EGFR/RAS juega en la 
activación de FOXM1 (Ma et al., 2010, Wang et al., 2014). 
Además, cuando en el presente estudio se silenció específicamente 
la expresión de FOXM1 en células no mutadas en K-RAS se atenuó 
significativamente la actividad anti-proliferativa del tratamiento 
cetuximab/celecoxib, indicando el papel del eje 




De manera similar al caso del tratamiento AEE788/celecoxib, 
el tratamiento con cetuximab/celecoxib en las tres líneas celulares 
de CCR (Caco-2, HT-29 y HCT-116) redujo significativamente su 
capacidad para formar colonosferas Esta reducción en la 
subpoblación de CSCs puede estar también relacionada con el papel 
regulador de FOXM1 sobre la localización subcelular de β-
catenina, y de hecho los datos presentados indican que el 
tratamiento cetuximab/celecoxib redujo significativamente los 
niveles nucleares de ambas proteínas. De hecho, otros estudios 
indican que la inhibición simultánea de FOXM1 y COX-2, no solo 
reduce la viabilidad celular e induce apoptosis, sino que reduce 
significativamente la formación de colonosferas en células de CCR 
(Ahmed et al., 2015).  
El presente estudio preclínico avala por tanto un beneficio al 
combinar el tratamiento de cetuximab con celecoxib en pacientes 
con CCR metastásico. Sin embargo, un ensayo clínico de fase II 
(Chan et al., 2011) ya ha explorado los efectos clínicos y biológicos 
del bloqueo dual de cetuximab y celecoxib en pacientes con cáncer 
colorrectal metastásico refractario a quimioterapia. En este estudio, 
se midió tanto el metabolito urinario PGE-M (metabolito estable de 
PGE-2) que se correlacionaba con la actividad in vivo de la COX-2, 
como el ligando de EGFR, TGF-α, en suero, para evaluar el efecto 
biológico del bloqueo de las vías dirigidas por EGFR y COX-2. 
Este estudio clínico se detuvo debido a la insuficiente actividad 
clínica, ya que no hubo diferencias estadísticamente significativas 
en el tiempo de supervivencia entre el grupo respondedor a terapia 
y el grupo con progresión de la enfermedad. Además, los niveles de 
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TGF-α en suero y de PGE-M en la orina, entre los ciclos de 
administración de los fármacos, tampoco mostraron significación 
estadísticamente relevante entre ambos grupos. Es posible que la 
falta de sinergia clínica entre cetuximab y celecoxib fuera debida a 
dosis demasiadas bajas para lograr un significativo bloqueo 
biológico de las vías. Además, hay que tener en cuenta que el 
estudio fue diseñado para determinar la viabilidad en utilizar estos 
biomarcadores (PGE-M y TGF-α), como marcadores predictivos de 
respuesta a la terapia combinada.  
No obstante, es posible identificar biomarcadoress que 
pueden predecir la respuesta a un determinado tratamiento, y de 
hecho en la práctica clínica se llevan a cabo pruebas moleculares 
para una estratificación y selección de pacientes a las terapias 
dirigidas. Esto es necesario para evitar un tratamiento que no 
beneficiaría al paciente, con los consiguientes efectos de toxicidad 
sin beneficio terapeútico (Sinicrope et al., 2016). Por tanto, y dado 
que en el presente estudio los datos preclínicos indicaban que 
FOXM1 juega un papel importante en la respuesta a cetuximab, en 
presencia o ausencia de celecoxib, se decidió explorar si la 
expresión en el tumor primario de este factor de transcripción 
podría constituir un factor predictivo de respuesta al tratamiento 
con ese anticuerpo monoclonal. Además, existen diversos estudios 
que asocian una alta expresión de FOXM1 en pacientes con CCRm 
con una buena respuesta a la terapia adyuvante, después de la 
cirugía curativa (Chu et al., 2012). Otros estudios asocian la alta 
expresión de FOXM1 en muestras de pacientes con CCRm, con un 




con una alta tasa de respuesta al tratamiento y lo proponen como 
marcador predictivo de respuesta a terapia en un subconjunto de 
pacientes con CCR (Uddin et al., 2011, Venook, 2005). En el 
presente estudio, los datos de inmunohistoquímica mostraron que, 
en la cohorte de pacientes analizada, no hubo asociación entre los 
grupos de pacientes respondedores y no respondedores a cetuximab, 
en relación a la histología tumoral, a la clasificación TNM, ni a la 
estadificación. Sin embargo, y de manera notable, sí se observó una 
asociación significativa entre la localización nuclear de FOXM1 en 
el tumor y la respuesta a terapia con cetuximab. Por tanto, la 
expresión de esta proteína en el tumor podría constituir un potencial 
marcador predictivo de respuesta a cetuximab en pacientes de CCR. 
 
En resumen, nuestro estudio demuestra que el tratamiento 
combinado de cetuximab y celecoxib, potencia la eficacia anti-
tumoral de ambos fármacos en células de cáncer colorrectal y 
además reduce la población de CSCs en CCR debido a la alteración 
del eje EGFR-RAS-FOXM1-β-catenina. También, el presente 
estudio sugiere que la expresión nuclear del factor de transcripción  
FOXM1 en los tumores de colon podría constituir un posible 















































1. El tratamiento combinado de AEE788 y celecoxib en 
células de cáncer colorrectal ejerce un efecto inhibitorio eficaz 
sobre la proliferación celular, la angiogénesis y la migración 
celular. 
 
2. La inhibición combinada de EGFR y COX-2 altera 
además rutas de señalización celular específicas de células 
madre tumorales, incluyendo el eje FOXM1-β-catenina, 
impactando de manera específica sobre esta subpoblación 
celular. 
 
3. El tratamiento combinado de cetuximab y celecoxib 
también potencia su eficacia antitumoral en células de cáncer 
colorrectal y reduce la subpoblación de células madre 
tumorales, lo que indica que la combinación de fármacos anti-
EGFR e inhibidores de COX-2 podrían mejorar las terapias 
actualmente disponibles en clínica.  
 
4. La expresión nuclear del factor de transcripción  
FOXM1 en los tumores de colon puede constituir un posible 
marcador predictivo de respuesta a terapia con cetuximab en 
esta enfermedad, y subraya la importancia del eje de 
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Abstract
Despite the demonstrated benefits of anti-EGFR/VEGF targeted therapies in metastatic
colorectal cancer (mCRC), many patients initially respond, but then show evidence of dis-
ease progression. New therapeutic strategies are needed to make the action of available
drugs more efficient. Our study aimed to explore whether simultaneous targeting of EGFR/
VEGF and cyclooxygenase-2 (COX-2) may aid the treatment and management of mCRC
patients. The dual tyrosine kinase inhibitor AEE788 and celecoxib were used to inhibit
EGFR/VEGFR and COX-2, respectively, in colorectal cancer cells. COX-2 inhibition with
celecoxib augmented the antitumoral and antiangiogenic efficacy of AEE788, as indicated
by the inhibition of cell proliferation, induction of apoptosis and G1 cell cycle arrest, down-
regulation of VEGF production by cancer cells and reduction of cell migration. These effects
were related with a blockade in the EGFR/VEGFR signaling axis. Notably, the combined
AEE788/celecoxib treatment prevented β-catenin nuclear accumulation in tumor cells. This
effect was associated with a significant downregulation of FOXM1 protein levels and an
impairment in the interaction of this transcription factor with β-catenin, which is required for
its nuclear localization. Furthermore, the combined treatment also reduced the expression
of the stem cell markers Oct 3/4, Nanog, Sox-2 and Snail in cancer cells, and contributed to
the diminution of the CSC subpopulation, as indicated by colonosphere formation assays.
In conclusion, the combined treatment of AEE788 and celecoxib not only demonstrated
enhanced anti-tumoral efficacy in colorectal cancer cells, but also reduced colon CSCs sub-
population by targeting stemness-related pathways. Therefore, the simultaneous targeting
of EGFR/VEGF and COX-2 may aid in blocking mCRC progression and improve the effi-
cacy of existing therapies in colorectal cancer.
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Introduction
Colorectal Cancer (CRC) is one of the most commonly diagnosed cancer and cause of cancer
mortality in developed countries [1]. In Europe, CRC is the third most common cancer and
after lung cancer it was the second most frequent cause of mortality in 2012, with almost
215,000 deaths [2]. Although mortality from CRC has declined slightly during the last two
decades, and despite advances in detection and surgical treatment, metastatic CRC (mCRC) is
associated with a poor prognosis, with 5-year survival rates in the range of 5% to 8%. Targeting
epidermal growth factor receptor (EGFR) has been proven to be an effective therapy in CRC.
Particularly, the treatment with monoclonal antibodies (cetuximab or panitumumab) against
the extracellular domain of the receptor has become major therapeutic strategies to treat
mCRC. However, the responses to EGFR-targeted antibodies are relatively low, with improve-
ments in survival usually lasting only several months, and efficacy limited to certain patient
subtypes [3]. In fact, CRC patients defined as "quadruple negative", with tumors lacking muta-
tions in EGFR downstream effectors KRAS, BRAF, PIK3CA, and PTEN, have the highest prob-
ability of response to anti-EGFR therapies [4]. On the other hand, different strategies aimed at
blocking vascular endothelial growth factor (VEGF) and its receptors have been developed to
inhibit angiogenesis in CRC patients [5,6]. Despite the demonstrated benefits of these anti-
angiogenic therapies in the management of CRC, many patients with advanced disease will ini-
tially respond to anti-VEGF therapy, but then show evidence of disease progression, which sug-
gests resistance to the therapy [7]. Therefore, there is a clear need for better characterization of
the processes involved in the inefficacy of anti-EGFR/VEGF targeted therapies and finding
new therapeutic strategies to make the action of available drugs more efficient.
During the last decade, it has been shown that in tumors there is a population of cells, com-
monly referred to as cancer stem cells (CSCs), with ability to proliferate and generate the rest
of the tumor mass [8,9]. The ability to self-renewal of CSCs allows homeostasis and mainte-
nance of tumor, in a manner similar as stem cells do in normal tissues. CSCs are much more
resistant than differentiated tumor cells to therapies used in clinic [8]. Thus it has been shown
that the risk of colorectal cancer recurrence is proportional to the expression in the primary
tumor of a series of specific and intestinal stem cells genes that also identify a cell population
with CSC properties in the tumor [10]. Importantly, recent studies have shown that CSCs are
involved in the mechanisms by which tumors evade both anti-EGFR and anti-VEGF targeted
therapies [11,12]
Celecoxib is a selective cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor, which is used to prevent polyp
formation in familial adenomatous polyposis (FAP) patients, a population at high risk for colo-
rectal cancer development [13]. However, studies suggest that celecoxib may have effective
anti-tumor and anti-metastatic properties against late stage CRC. Thus, the effectiveness of an
antiangiogenic tyrosine kinase inhibitor (axitinib) has been shown to be significantly enhanced
when combined with celecoxib in a preclinical model of CRC [14]. Furthermore, the develop-
ment of multiple kinase inhibitors, has enabled the simultaneous inhibition of EGFR and
VEGF pathways. This is the case of AEE788, an oral inhibitor with potent activity against mul-
tiple tyrosine kinases including EGFR, and VEGFR [15], which has been shown to exert antitu-
moral effects in various human cancer models [16–18]. Therefore, the simultaneous targeting
of EGFR/VEGF and COX-2 may also aid in blocking mCRC progression. The present study
shows that combination of AEE788 with the specific COX-2 inhibitor celecoxib not only dem-
onstrated enhanced anti-tumoral efficacy in colorectal cancer cells but also reduced colon
CSCs subpopulation by targeting stemness-related pathways.
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Material and Methods
Cell culture
Caco-2 cells (ECACC, Salisbury, UK) were grown in MEMwith Earle’s salts (PAA Laboratories
GmbH, Pasching, Austria) containing 15% fetal bovine serum. HCT-116 cells (DSMZ, Braun-
schweig, Germany) were grown in McCoy’s 5A medium (Biowest, Nuaillé, France) containing
10% fetal bovine serum (PAA Laboratories). HCT-116 cells harbour an activating mutation
in KRAS (G13D), while Caco-2 cells are KRAS wildtype. Culture media were supplemented
with 2 mM glutamine, 1% non-essential amino acids, penicillin (100 U/ml), streptomycin
(100 μg/ml) and amphotericin B (2.5 μg/ml). Cells were maintained in a humidified atmo-
sphere at 37°C and 5% CO2. After cultures became 80% confluent (usually after 3 days), cells
were trypsinized, centrifuged, and suspended in fresh medium. All cells used for experiments
displayed> 95% viability and were seeded in 96-well plates, 6-well culture plates, 60-mm cul-
ture plates or ultra low-attachment plates (Corning Inc, Lowell, MA, USA). All experiments
were carried out in duplicate and repeated at least three times.
Reagents
AEE788 (Novartis Pharma AG, Basel, Switzerland), NS-398 and celecoxib (Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain) were dissolved in DMSO to produce stock concentrations of 10 mM, 10 mM
and 20 mM, respectively, and stored at -20°C. Working solutions were prepared by diluting
thawed stocks into cell culture medium. The concentration of DMSO in the final dilution did
not exceed 0.1% v/v. Human EGF was purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA, USA) and dissolved in glycerol to produce stock concentrations of 10% v/v. Human
recombinant VEGF was purchased from Sigma-Aldrich and dissolved in water to produce
stock concentrations of 10 μg/mL. For western blot analysis, the following antibodies were
used: phospho-EGF Receptor (Tyr1068) rabbit pAb, phospho-VEGF Receptor 2 (Tyr1175)
(19A10) rabbit mAb, VEGF Receptor 2 (55B11) rabbit mAb, phospho-p44/42 MAPK (Erk 1/
2) (Thr202/Tyr204) (D13.14E) rabbit mAb, phospho-Akt (Thr308)(C31E5E) rabbit mAb,
phospho-Akt (Ser473)(587F11) mouse mAb, Akt rabbit pAb and β-Catenin rabbit pAb were
purchased from Cell Signaling Technologies (Danvers, MA, USA). EGFR mouse mAb (0.
N.268), actin (C-2) mouse mAb, goat anti-rabbit, goat anti-mouse, donkey anti-goat secondary
antibodies, and FOXM1 (K-19): sc-500 were purchased from Santa Cruz Biotechnology. MAP
kinase ERK1/ERK2 rabbit pAb was from Calbiochem-EMDMillipore (Billerica, MA, USA),
COX-2 mouse mAb (Clone CX229) was from Cayman Chemical (Ann Arbor, Michigan, USA)
and Ep-Cam mouse mAb was from Chemicon International (Billerica, MA, USA). Propidium
iodide was obtained from Sigma-Aldrich and was prepared by dissolving 1 mg in 1 ml phos-
phate buffered saline. This solution was protected from light and stored at 4°C. RNase, DNase-
free was obtained from Roche Applied Science (Indianapolis, IN, USA). Stock concentrations
of 500 μg/mL RNase were prepared and kept at– 20°C.
Cellular proliferation assay
Cell proliferation and viability was assessed using an XTT colorimetric assay (Roche Applied
Science). Cells were seeded on 96-well plates at a density of 4,000 cells/well and let to attach for
24 hours. The cells were then treated with AEE788 (0–20 μM) as a single agent or in combina-
tion with celecoxib (10 μM) in the presence or absence of EGF (100 ng/mL). Controls cells
were treated with the same concentration of the DMSO vehicle. After treatment at indicated
times and doses, the XTT assay was performed following the protocol supplied by the manu-
facturer using a microplate absorbance reader.
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Colonosphere formation assay
For the colonosphere formation assay, after treatments cells were tripsinized, counted and re-
seeded at clonal density (1 cell/μl) in 96-well plate with ultra-low attachment surface (Costar,
Corning, NY, USA) with serum free Dulbecco’s MEM Nutrient Mixture F+12 Ham medium
supplemented with B27 (1:50; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 10 ng/ml basic fibroblast
growth factor (PeproTech, London, UK)), 20 ng/ml EGF (Santa Cruz Biotechnology) and 1%
v/v methylcellulose (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) to prevent cell aggregation. The
supplements were freshly added every 2–3 days and the number and size of formed colono-
spheres were evaluated by optical microscopy on day 7 after seeding.
Western blotting analysis
After treatments cell were harvested with cold PBS and centrifuged at 300 × g, for 5 minutes at
4°C. The cell pellet was incubated for 15 minutes on ice with 1 ml lysis buffer (50 mM Tris-
HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 5 mM ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), 1 mM ethylene-
glycol tetraacetic acid (EGTA), 1.5 mMMgCl2, 10% glycerol, 1% NP40, 0.1 M dithiothreitol
(DTT), 0.1 M phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1% v/v protease inhibitor cocktail
(SERVA, Heidelberg, Germany) and 1% v/v phosphatase inhibitor cocktails 2 and 3 (Sigma-
Aldrich) and centrifuged at 10,000 x g for 15 minutes at 4°C. Total protein concentration was
quantified by a standard Bradford assay using the colorimetric reagent from BioRad Laborato-
ries (Hercules, CA, USA).
Proteins (12.5 μg) were separated onto SDS polyacrylamide gels using a 4–12% Bis-Tris gra-
dient gels in the BioRad Criterion System and transferred to nitrocellulose membranes, which
were blocked with 3% BSA, and probed with the appropriate antibodies. Immunocomplexes
were detected with appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies and
detected by enhanced chemiluminescence with the ECL Plus Western Blotting Detection Sys-
tem or ECL Advance Western Blotting Detection Kit (GE Healthcare Life Sciences, Little Chal-
font, UK). Images were captured on a ChemiDoc XRS Imaging System (BioRad Hercules, CA,
USA).
Combined annexin-V/propidium iodide staining
The fraction of apoptotic cells was estimated after 48h of treatment of cells growing in the
absence or in the presence of EGF (100 ng/mL) with different doses of AEE788 and/or cele-
coxib in 6-well plates at a density of 3 × 106 cells/well. Viability was assessed by using an
Annexin-V/propidium iodide (PI) staining kit (Bender MedSystems, Vienna, Austria), accord-
ing to manufacturer´s recommendations. Binding of fluorescein-conjugated Annexin-V and
PI was measured by flow cytometry (FACSCalibur; BD, Franklin Lakes, NJ, USA) to quantify
the percentage of apoptotic cells.
Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) for analyses of VEGF
and prostaglandin E2 production
VEGF production by cells was estimated by ELISA assays (Human VEGF-A Platinum ELISA
e-Bioscience) performed on cell culture supernatants 48h after the different treatments and fol-
lowing the protocol supplied by the manufacturer. In brief, cultures were centrifuged at 300 × g
for 5 minutes at 4°C and supernatants were collected, aliquoted, and stored at -80°C until
assay. Optical density was measured at 450 nm with the correction wavelength set at 650 nm,
using a microplate reader. Prostaglandin E2 (PGE2) production by cells was estimated using
the PGE2 EIA kit, (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA). This assay was performed on
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cell lysates 12 h after the treatments with AEE788 and/or Celecoxib and following the protocol
supplied by the manufacturer. Optical density was measured at 450 nm with the correction
wavelength set at 570–590 nm, using a microplate reader.
Cell cycle analysis
Cells (0.5–1 x 106 cells) were trypsinized and resuspended in PBS. Ice-cold 100% ethanol was
added in a drop-wise manner while gently vortexing and incubated for 20 minutes at room
temperature. Samples were centrifuged at 300 × g for 5 minutes, resuspended in PBS contain-
ing 50 μg/ml propidium iodide plus 100 μg/ml RNase A and incubated for 20 minutes at room
temperature protected from light. Analysis and measurement of propidium iodide fluorescence
were performed on a FACSCalibur (BD Biosciences) flow cytometer (FACS; BD, Franklin
Lakes, NJ, USA).
Angiogenesis assay
Angiogenesis was measured as the ability of endothelial cells to form three-dimensional struc-
tures in matrigel basement membrane matrix (BD Biosciences) in vitro. For angiogenesis assay,
HUVECs cells (CC-2519 Lonza Sales AG, Basel, Switzerland) were cultured on top of the
matrigel at a density of 20,000 cells/well in Caco-2-conditioned media after different treat-
ments. Caco-2-conditioned media after different treatments was concentrated in Amicon
Ultra-0,5 Centrifugal Filter Devices (EMDMillipore) with the capability for obtaining high
concentration factors and removing drug residues. As control, HUVECs cells were cultured
in EBMmedium (Lonza Walkersville, MD USA) in the presence or the absence of VEGF
(10 μg/ml). HUVECs were incubated for 24 hours at 37°C in 5% CO2 atmosphere and follow-
ing staining with the fluorescence dye Calcein AM (Cell Biolabs, INC), the tube formation was
examined and photographed using a fluorescence microscope. The extent of tube formation
(average tube length and branch points) was quantified through imaging software (Image J
software).
Antibody arrays
Specific antibody arrays were used to determine the expression of intracellular receptor tyro-
sine kinase (RTK)-related signaling pathways and the expression of pluripotency-related pro-
teins in whole-cell extracts following the protocols supplied by the manufacturers. In brief,
cellular extracts were diluted and incubated overnight at 4°C with the PathScan RTK Signaling
Antibody Array Kit Cell Signaling Technology) or the Proteome Profiler Human Pluripotent
Stem cell Array (Cat#ARY010, R&D Systems) followed by a biotinylated detection antibody
cocktail. Streptavidin-conjugated HRP and LumiGLO Reagent were then used to visualize the
bound detection antibody by chemiluminescence. An image of the slide was captured with a
digital imaging system (ImageQuant LAS 4000, GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh, PA,
USA) and was analyzed using the analysis software provided for measuring the spot relative
intensities.
Scratch-wound healing assay
Cells were grown on 6 multi-wells plates to a nearly confluent monolayer. After incubation for
24h the confluent monolayers were scratched to form a “wound” using a sterile needle. Cellular
debris were removed by washing with PBS. The cells were then cultured under the different
treatments in the appropriate media for 24 h. The images were recorded at 0 and 24 h to moni-
tor the migration of cells into the wounded area using a light photomicroscope. To quantify
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(Image-J software) the percentage of wound (scratch area) at 0 h (control) was arbitrarily
assigned as 100% and the percentage of wound healing at 24h (untreated control and treated)
was compared to control. Each assay was performed in triplicate.
Quantitative real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction
Total RNA was extracted by RNeasy Plus Mini Kit (Quiagen), according to manufacturer’s
recommendations. RNA concentration was determined spectrophotometrically at 260 and
280 nm and RNA samples were stored at -80°C until use. One-step reverse transcriptase-poly-
merase chain reaction (RT-PCR) was performed using the QuantiTect SYBR Green RT-PCR
kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) following manufacturer’s protocol. Expression levels
of VEGF gene were measured by quantitative real-time RT-PCR using the LightCycler thermal
cycler system (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA). Glyceraldehyde phosphate dehydro-
genase (GAPDH) was used as housekeeping gene. Theoretical size of PCR products, sequence
of primers used for study and efficiency were: VEGF: (254 bp), Forward primer: 5’-CCCTGAT
GAGATCGAGTACATCTT -3’; Reverse primer: 5’-AGCAAGGCCCACAGGGATTT-3, Effi-
ciency: 2; GAPDH: (240 bp), Forward primer: 5’-TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG-3’;
Reverse primer: 5’-TCCTTGGAGGCCATGTAGGCCAT-3’, Efficiency: 2; Results were
normalized to that of GAPDH and quantification of relative expression was determined by the
2-ΔΔCt method.
Transient expression of mutant K-RAS gene in Caco-2 cells
Caco-2 cells were transiently transfected with pBabe K-Ras 12V plasmid or the empty vector
(pBABE-puro), provided by Addgene (plasmids #12544 and #1764). PureYield Plasmid Midi-
prep System (Promega) was used following the protocol supplied by the manufacturer. Cells
were seeded at 90% confluency in 6‐well plates and after 24 h cells were transfected using Lipo-
fectamine 3000 (Life Technologies) as transfection reagent, following the manufacturer’s
instructions. Analysis of EGF-independent activation of ERK1/2 by western blot and cell pro-
liferation assays were performed in transfected cells.
Immunofluorescence confocal microscopy
Cells were grown on poly-L-Lysine-treated coverslips to form a nearly confluent monolayer
and after 6h of the different treatments. Then, the culture media was discarded, cells were
washed thrice in PBS and permeabilized in methanol. After washing with PBS, coverslips were
incubated with Anti-β-Catenin (1/250) mouse mAb (BD) and FOXM1 (1/250) rabbit pAb
(Santa Cruz Biotechnology), for 1h at room temperature, washed thrice in PBS and labeled
with an anti-mouse IgG alexa fluor 488-labeled antibody (1/500) (Molecular Probes, Eugene,
OR, USA) and with anti-rabbit IgG (H+L) alexa fluor 594-labeled antibody (1/500) (Santa
Cruz Biotechnology), for 1h at room temperature. Finally, cells were incubated with 300 nM
4’,6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI) in PBS for 5 minutes at room temper-
ature. Coverslip were mounted using Aqua Poly/Mount (Polysciences, Warrington, PA, USA)
and visualized in a Zeis LSM 5 Exciter Confocal laser-scanning microscope (Zeiss, Germany).
Images were analyzed using the image-J software (National Institutes of Health).
Co-immunoprecipitation assays
Cells were lysed in co-IP buffer (10 mMHEPES, 10 mM KCl, 1.5 mMMgCl2, 0.5 mM DTT,
0.5 mM, PMSF, 0.075% NP40 and 1% v/v proteases/phosphatases inhibitor cocktails), centri-
fuged and cleared by incubation with 22.5 μl of Protein A/G gel for 1 h at 4°C. The pre-cleared
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supernatant was subjected to IP using the indicated first antibodies at 4°C for 1 h. Then, the
protein complexes were collected by incubation with 22.5 μl of Protein A/G gel at 4°C over-
night. The collected protein complexes were washed thrice with PBS buffer, centrifuged at
14000 x g, 4°C for 10 min, and analyzed by western blotting.
Statistical analysis
All data are expressed as mean ± standard error of mean. All Statistical analyses were per-
formed using GraphPad Prism 5. Before comparing two data groups, a normality test and an
equal variance test were performed. If data groups passed both tests, a comparison was made
by a parametric approach (unpaired Student’s t-test). If the normality and/or equal variance
test was violated, a comparison was made by a nonparametric method (Mann-Whitney test).
Differences were considered statistically significant at p< 0.05.
Results
AEE788 inhibits cell proliferation, induces apoptosis and alters cell cycle
in colorectal cancer cells
AEE788 exerted an antiproliferative effect in HCT-116 and Caco-2 cells with a greater antitu-
mor effect in the case of Caco-2 cells, (Fig 1A). The different sensitivity to AE788 between the
two cell lines was more evident in the case of EGF-driven cell proliferation, in which 2.5 µM
AE788 reduced proliferation of Caco-2 cells by 60%, whereas K-Ras mutated HCT-116 cells
were not significantly affected (Fig 1B). In agreement with these results, AEE788 exerted a
dose-dependent apoptotic cell death in Caco-2 but not in HCT-116 cells (Fig 1C). Moreover,
the treatment of Caco-2 cells with different doses of AEE788 resulted in an increased percent-
age of cells in G1 phase in a dose-dependent manner, compared to untreated cells, while these
alterations in cell cycle were not observed in AE788-treated K-Ras mutated HCT-116 cells (Fig
1D).
AEE788 inhibits EGFR signaling in colorectal cancer cells
We next analyzed the activation of EGFR, ERK and AKT kinases to evaluate the significance of
the EGFR signal blockade in the anti-tumoral effects of AEE788 (Fig 2). The treatment with
AEE788 inhibited EGFR phosphorylation in both HCT-116 and Caco-2 cells. However
AEE788 effectively inhibited EGF signaling axis only in Caco-2 cells, as indicated by the inhibi-
tion of EGF-induced phosphorylation of ERK 1/2 (Fig 2). Also, an inhibition of EGF-induced
phosphorylation of Akt Thr was observed in AEE788-treated Caco-2 but not in HCT-116 cells.
Therefore, the observed anti-EGFR activity of AEE788 in colon cancer cells is strongly depen-
dent on wild-type K-Ras status.
AEE788 inhibits the VEGF-driven proliferation in Caco-2 cells
In addition to anti-EGFR activity, AEE788 also targets VEGFR signaling. In this regard, the
function of VEGF is not limited to angiogenesis and vascular permeability, and it is known that
both autocrine and paracrine VEGF signalling occur in tumour cells [19]. Therefore, we next
investigated whether AEE788 impair VEGF signaling in colon cancer cells. As shown in S1 Fig,
the treatment with AEE788 inhibited VEGF-driven cell proliferation in Caco-2 but not in
HCT-116 cells.
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COX-2 inhibition augments the antitumoral efficacy of AEE788
It is known that VEGF stimulates COX-2 expression and prostaglandin synthesis, which in
turn induces VEGF production [20,21]. Therefore, the combination with COX-2 inhibitors can
be an efficient way to increase the activity of AEE788. As shown in Fig 3, the addition of both
NS-398 and celecoxib, two well-known COX-2 selective inhibitors, enhanced the anti-tumoral
effect of AEE788, as indicated by the inhibition of cell proliferation (Fig 3A). Furthermore, the
combined treatment with AEE788 and celecoxib increased the percentage of Caco-2 cells
arrested in G1 (Fig 3B). In particular, a significantly higher percentage of cells in G1 phase was
observed following the combined treatment than with either drugs alone. On the contrary,
none of these effects were observed in HCT-116 cells, which can be related to the much lower
expression levels of COX-2 in these cells compared to Caco-2 (Fig 3C) and their mutated
K-Ras status. Thus, the transfection of Caco-2 cells with a mutant K-Ras expressing plasmid
confirmed that downstream activation of the EGFR-Ras-ERK pathway, as shown by the EGF-
Fig 1. AEE788 inhibits cell proliferation, induces apoptosis and alters cell cycle in colorectal cancer cells. A) Cell proliferation was evaluated after
72h of treatment with different doses of AEE788. B) Inhibition of cell proliferation by AEE788 was tested in cells growing in the presence of EGF (100 ng/ml).
C) The fraction of apoptotic cells was estimated after 48 h of treatment with different doses of AEE788 of cells growing in the presence of EGF (100 ng/mL).
D) Analysis of cell cycle was performed by flow cytometry after 48 h of treatment with different doses of AEE788 of cells growing in the presence of EGF
(100 ng/mL). Data are means ± SEM of three independent experiments (*p <0.05, compared with the control).
doi:10.1371/journal.pone.0131363.g001
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independent ERK1/2 phosphorylation, abolished the antiproliferative activity of AEE788 and/
or celecoxib (S2 Fig). Furthermore, celecoxib inhibited by more than 70% PGE2 production in
Caco-2 cells (S3 Fig). Moreover, it was found that AEE788 treatment decreased COX-2 protein
expression in Caco-2 cells, explaining the 40% reduction in PGE2 production, while the inhibi-
tion of COX-2 enzymatic activity with celecoxib did not affect COX-2 expression (S3 Fig).
Accordingly, the combined treatment of AE788 and celecoxib inhibited EGFR, ERK 1/2, and
AKT (Ser/Thr) phosphorylation in Caco-2 cells (Fig 3D). Quantitative analysis using an anti-
body panel against signaling kinases showed that the combined treatment of Caco-2 cells with
AEE788 and celecoxib caused a significantly higher inhibition of VEGFR, Akt (Ser/Thr) and
Stat3 phosphorylation than with either drug alone (S4 Fig).
COX-2 inhibition intensifies the anti-angiogenic activity of AEE788
The inhibition of COX-2 in combination with the anti-EGFR/VEGFR activity of AEE788,
caused a significant reduction in the VEGF-A mRNA expression (Fig 4A) and VEGF165 pro-
tein secretion levels (Fig 4B) in Caco-2 but not in HCT-116 cells. Moreover, endothelial tube
formation assays showed that the angiogenic activity of Caco-2 conditioned medium was
Fig 2. AEE788 inhibits EGFR signaling in colorectal cancer cells. The phosphorylated and non-phosphorylated forms of EGFR, ERK 1/2 and Akt were
detected byWestern-blot using specific antibodies. Cells were grown in the absence or presence of EGF (100 ng/mL) and treated with AEE788 (2.5 µM) for
5, 10 or 15 min. The expression level of -actin was included as loading control.
doi:10.1371/journal.pone.0131363.g002
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significantly lower when cells were treated with AEE788 and celecoxib than with either drug
alone. (Fig 4C and 4D).
In addition to the functions of VEGF in angiogenesis and in endothelial cells, the promotion
of cancer cell migration has been shown to be among the autocrine functions of VEGF on
tumor cells [22,23]. Therefore, we next investigated the effects of AEE788 and/or celecoxib on
Fig 3. Inhibition of COX-2 enhances the antitumor efficacy of AEE788 in colorectal cancer cells. A) EGF-driven cell proliferation was assayed in cells
growing in the presence of EGF (100 ng/ml) and in the presence or absence of AEE788 (2.5 μM), celecoxib (10 μM) and NS-398 (10 μM). B) Analysis of cell
cycle was performed by flow cytometry after 48 h of treatment with AEE788 (2.5 μM) and/or celecoxib (10 μM) of cells growing in the presence of EGF
(100 ng/mL). C) Expression levels of cyclooxygenase-2 (COX-2) were analyzed by western-blot in whole cell extracts form Caco-2 and HCT-116 cells.
Expression of β-actin is included as loading control. D) The phosphorylated and non-phosphorylated forms of EGFR, ERK 1/2 and Akt were detected by
Western-blot using specific antibodies. Cells were grown in the presence of EGF (100 ng/mL) and treated with AEE788 (2.5 µM) and/or celecoxib (10 μM) for
6h. The expression level of -actin was included as loading control. The corresponding densitometric analysis is also shown. Data are means ± SEM of three
independent experiments (*p <0.05, compared with the control; # p<0.05, compared with AEE788-treated cells).
doi:10.1371/journal.pone.0131363.g003
Fig 4. Celecoxib intensifies the anti-angiogenic activity of AEE788. A) VEGF-A mRNA expression levels were assayed by real time RT-PCR in
colorectal cancer cells growing in the presence of EGF (100 ng/ml) and exposed to the indicated treatments for 48 h. B) VEGFA165 levels were quantified by
ELISA in the conditioned media collected from cells growing in the presence of EGF (100 ng/ml) and treated with AEE788 (2.5 µM) and/or celecoxib (10 μM)
for 48h. Data are means ± SEM of three independent experiments (*p <0.05, compared with the control). C) The angiogenic activity of media conditioned by
Caco-2 cells exposed for 24 h to the indicated treatments was evaluated using the endothelial tube assay as described under Material and Methods. Data are
the total length of formed tubes in pixels (px), showing means ± SEM of three independent experiments (*p <0.05, compared with the control). D)
Representative images of the formed interconnected networks after the treatment of endothelial cells with the indicated Caco-2 cells conditioned media. The
extent of tube formation was quantified as indicated in the Material and Methods section. (Final magnification: X40, scale bar corresponds to 100 microns).
doi:10.1371/journal.pone.0131363.g004
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Caco-2 and HCT-116 cells migration using the scratch-wound healing assay. As shown in Fig
5, the combined treatment was the most effective in reducing the migration of Caco-2 cells (Fig
5A). On the contrary, none of the treatments showed great efficacy in reducing the migratory
capacity of HCT-116 cells (Fig 5B).
The combined AEE788/celecoxib treatment alters subcellular
distribution of β-catenin in Caco-2 cells
It is well known the crucial role for hyperactivated Wnt–β-catenin signaling in colorectal can-
cer. Both β-catenin (CTNNB1) and adenomatous polyposis coli (APC), which is a negative reg-
ulator of β-catenin stability, are frequently mutated genes in colorectal tumors [24]. Hence,
Caco-2 cells harbor an APC mutation, whereas HCT-116 cells harbor a single amino acid dele-
tion (CTNNB1 p.S45del) which prevent β-catenin phosphorylation and degradation by the
proteasome. Both mutations result in the accumulation of β-catenin, which then enters the
nucleus and cause aberrant activation Wnt–β-catenin-regulated genes. Therefore we next
Fig 5. Combined AE788/Celecoxib treatment reduces the migratory capacity of colorectal cancer cells. A) Scratch wound healing assay was used to
analyze the inhibition of cell migration in colorectal cancer cells treated for 24 h with AEE788 (2.5 µM) and/or celecoxib (10 µM). Data are means ± SEM of
three independent experiments (*p <0.05, compared with the control; # p<0.05, compared with AEE788-treated cells). Final magnification: X100, scale bar
corresponds to 100 microns. B) Representative images of scratched areas in confluent Caco-2 and HCT-116 cell layers. The yellow lines indicate the
invasive front in the wound healing assay. Wound closure was photographed at 0h and 24 h after wounding. The scratched area at control (0 h) was
arbitrarily assigned as 100%.
doi:10.1371/journal.pone.0131363.g005
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explored whether the treatment with AE788 and/or celecoxib modify the subcellular distribu-
tion of β-catenin in colon cancer cells. As shown in Fig 6, confocal microscopy analyses dem-
onstrated that both Caco-2 and HCT-116 expressed high levels of β-catenin. In untreated cells,
β-catenin displayed membrane associated, cytosolic and nuclear localizations. Notably, the
combined AEE788/celecoxib treatment drastically reduced nuclear β-catenin levels in Caco-2
cells (Fig 6A). However, none of the treatments significantly altered the subcellular distribution
of β-catenin in HCT-116 cells (Fig 6B).
The combined AEE788/celecoxib treatment impairs FOXM1- β-catenin
interaction in Caco-2 cells
The molecular mechanisms governing β-catenin nuclear import during Wnt signaling are
poorly understood. Remarkably, β-catenin lacks a nuclear localization signal and does not
depend on importins or the small Ras-related GTPase Ran for nuclear translocation [25]. How-
ever, a recent study has demonstrated that nuclear translocation of β-catenin depends on its
binding to the forkhead box M1 (FOXM1) transcription factor [26]. Therefore, we next
explored whether the expression and subcellular location of FOXM1 were altered in our experi-
mental conditions. As shown in Fig 7, the treatment with AEE788, celecoxib, and especially the
combined treatment, significantly downregulated the FOXM1 protein levels of Caco-2 cells.
On the contrary, none of the different treatments exerted a significant effect on FOXM1
expression in HCT-116 cells. Besides, confocal microscopy analysis in Caco-2 cells (Fig 8A)
and HCT-116 (Fig 8B), revealed that FOXM1 and β-catenin co-localization in cell nuclei was
significantly lower when Caco-2 cells (Fig 8C) were treated with AEE788 or the combined
treatment. However, neither AEE788 nor celecoxib, alone or in combination, significantly
altered FOXM1 and β-catenin co-localization in HCT-116 cells. The direct interaction of
FOXM1 and β-catenin was also determined by co-immunoprecipitation assays. As shown in
Fig 8D, FOXM1 could be detected in the β-catenin precipitates, and its level was reduced upon
treatment of Caco-2 cells with AEE788 and celecoxib, suggesting that the combined treatment
impairs the interaction of both proteins.
The combined AEE788/celecoxib treatment targets stemness-related
pathways in colorectal cancer cells
Numerous studies indicate that Wnt—β-catenin signaling contributes to cancer progression
through the maintenance of highly tumorigenic subpopulations of cancer cells termed cancer
stem cells (CSCs) [27–29]. Among the methods used for the study of CSCs are functional
assays of self-renewal capacity, such as tumorosphere formation in vitro. In this assay, cells are
cultured at clonal density with serum free medium in low-adherence plates. Under these condi-
tions, only a subpopulation of tumor undifferentiated cells with stem characteristics (CSCs)
survives, which is capable of generating tumorospheres (colonospheres) in suspension by self-
renewal. Therefore, we next analyzed the impact of AEE788/celecoxib treatment on the capa-
bility of colorectal cancer cells to form colonospheres in vitro. Firstly, to verify that individual
colonospheres were derived from single cells, control experiments were performed using
lipophylic fluorescent stains. Thus, when equal numbers of DiI (Red)- or DiO (Green)-labelled
cells were mixed prior to performing the colonosphere formation assay, formed spheres con-
tained only one or the other label (S5 Fig). Furthermore, Caco-2 and HCT116 cells growing as
colonospheres displayed higher expression levels of β-Catenin, Oct 3/4, Nanog, Sox-2 and Ep-
Cam, which are considered stem markers, compared to the parental adherent cells (S6 Fig)
As shown in Fig 9A, pretreatment of Caco-2 cells with AEE788, alone or in combination
with celecoxib, reduced their capability to form colonospheres. On the contrary, only
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Fig 6. Combined AEE788/Celecoxib treatment alters subcellular distribution of β-catenin in Caco-2 cells. To determine subcellular localization of β-
catenin, both Caco-2 (A) and HCT-116 (B) cells were treated with AEE788 (2.5 µM) and/or celecoxib (10 μM) for 6 h, stained for β-catenin
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combined treatment significantly reduced the formation of colonospheres in the case of HCT-
116 cells. Therefore, in both cell lines the combined treatment contributed to the diminution of
the CSC subpopulation.
Besides, in both cell lines the combined treatment caused the formation of lower size colo-
nospheres compared to those derived from untreated cells (Fig 9B and 9C). This notion is in
agreement with data of expression levels of stem cell markers Oct 3/4, Nanog, Sox-2 and Snail,
which were significantly reduced in Caco-2 cells after treatment with AEE788, and specially
when combined with celecoxib (Fig 10). Reduced expression of Nanog and Sox-2 was also
found in HCT116 cells after treatment with AEE788 alone or in combination with celecoxib.
Taken together, these data suggest that these treatments are effective in the reduction of colon
immunofluorescence (green) and counterstained with DAPI (blue). Merged images of β-catenin and DAPI staining are also shown. Final magnification: X400.
Nuclear β-catenin levels were quantified as the integrated density of β-catenin signal in confocal microscopy images using the Image-J software. Data are
means ± SEM of three independent experiments (*p <0.05, compared with the control; # p<0.05, compared with AEE788-treated cells).
doi:10.1371/journal.pone.0131363.g006
Fig 7. Combined AEE788/Celecoxib treatment downregulates FOXM1 protein levels in colorectal cancer cells. FOXM1 expression was analized by
western-blot in cells were grown in the presence of EGF (100 ng/mL) and treated with AEE788 (2.5 µM) and/or celecoxib (10 μM) for 6h. The expression
-actin is included as loading control. The corresponding densitometric analysis is also shown. Data are means ± SEM of three independent experiments
(*p <0.05, compared with the control; # p<0.05, compared with AEE788-treated cells).
doi:10.1371/journal.pone.0131363.g007
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CSCs subpopulation in both K-Ras mutated and K-Ras wildtype cells by targeting stemness-
related pathways.
Discussion
Numerous complex biochemical pathways participate in tumor cell proliferation and angio-
genesis, and combination therapies designed to target multiple oncogenic pathways are likely
to be more effective. In our study, the combination of AEE788, which is a dual receptor TKI of
both EGFR and VEGFR, with the specific COX-2 inhibitor celecoxib not only demonstrated
Fig 8. Combined AEE788/Celecoxib impairs FOXM1- β-catenin interaction. To determine subcellular localization of β-catenin and FOXM1, both Caco-2
(A) and HCT-116 (B) cells were exposed to AEE788 (2.5 βM) and/or celecoxib (10 μM) for 6 h, stained for β-catenin (green) and FoxM (red)
immunofluorescence, and counterstained with DAPI (blue). Merged images of β-catenin, FOXM1 and DAPI staining are also shown. Final magnification:
X400. C) Pearson´s coefficient analysis was performed for the co-localization in cell nuclei of β-catenin and FOXM1. Data are means ± SEM of three
independent experiments (*p <0.05, compared with the control). D) Cell extracts of Caco-2 cells after 6 h of the indicated treatments were subjected to IP
using β-catenin antibody or control IgG, followed by IB with FOXM1 antibody.
doi:10.1371/journal.pone.0131363.g008
Fig 9. Combined AEE788/ Celecoxib treatment in colon cancer cells impairs colonosphere formation capability.Colon cancer cells were pre-treated
with 2.5 µMAEE788 as a single agent or in combination with 10 µM celecoxib in the presence of 100 ng/mL EGF for 48h, and then cells were seeded at
clonal density with serum free medium in low-adherence plates. After seven days, the number (A), size (B) and appearance (C) of formed colonospheres
were evaluated by light microscopy. Spheres size was quantified in micrograph with the imaging software (Image J software). (Final magnification: X100,
scale bar corresponds to 100 microns. Data are means ± SEM of three independent experiments (*p <0.05, compared with the control; # p<0.05, compared
with AEE788-treated cells).
doi:10.1371/journal.pone.0131363.g009
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enhanced efficacy to inhibit colon cancer cell proliferation, migration and angiogenesis but
also reduced colon CSCs subpopulation by targeting stemness-related pathways.
AEE788 has been reported previously to exert both apoptotic effects and cell cycle arrest in
various human cancer models [16–18]. Consistent with these data, we here show that AEE788
impaired EGFR downstream signaling, inhibiting cell proliferation, augmenting apoptotic cell
death and causing cell cycle arrest at G1 phase in Caco-2 cells, but not in K-Ras mutated
HCT116 cells. Accordingly, the transfection of mutant K-Ras into Caco-2 cells confirmed that
downstream activation of the EGFR-Ras-ERK pathway, abolished the antiproliferative activity
of AEE788. Therefore, the anti-tumoral activity of AEE788, alone or in combination with cele-
coxib, in colon cancer cells was strongly dependent on wild-type K-Ras status.
Several studies have shown that tumour cells express VEGF receptors and respond to auto-
crine and paracrine VEGF signals [19]. Our results support this hypothesis, since AEE788 was
able to inhibit VEGF-driven proliferation in Caco-2 cells. However, AEE788 is a weaker
VEGFR inhibitor as compared with its anti-EGFR activity [15]. In this regard, a pharmacody-
namic-based study showed effective inhibition of EGFR, but not of VEGFR at tolerable
Fig 10. Combined AEE788/celecoxib treatment downregulates stemness-related pathways in colorectal cancer cells. The expression of stem cell
markers Oct 3/4, Nanog and Sox-2 was analyzed by western blot in total cell extracts of colon cancer cells after 6h of indicated treatments. The expression of
-actin is included as loading control. The corresponding densitometric analysis is also shown. Data are means ± SEM of three independent experiments
(*p <0.05, compared with the control; # p<0.05, compared with AEE788-treated cells).
doi:10.1371/journal.pone.0131363.g010
Inhibition of EGFR/VEGFR and COX-2 Targets Stemness in Colon Cancer
PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0131363 June 24, 2015 18 / 23
AEE788 doses, which led to the termination of the AEE788 drug development program [30].
On the other hand, an autocrine loop involving VEGF induction of COX-2 expression and
prostaglandin synthesis, which in turn induces VEGF production has been described [20,21].
Notably, we have shown that the combination with COX-2 inhibitors intensified the antitu-
moral effects of AEE788. Moreover, the existence of this autocrine VEGF signalling is sup-
ported by our observation that the inhibition of VEGF-A mRNA levels, VEGF165 protein
secretion, and angiogenic activity of conditioned medium in AEE788-treated Caco-2 cells was
significantly intensified by celecoxib. COX-2 is a pleiotropic enzyme that mediates many cellu-
lar functions, including cell motility [31,32], and accordingly our data shows that celecoxib effi-
ciently inhibited Caco-2 cells migration. Moreover, the combined treatment of celecoxib with
AEE788 had a greater impact on cancer cell migration in agreement with previous studies sug-
gesting crosstalk between EGFR and COX-2 [33].
It is known that prostaglandin E2, a COX-2-derived eicosanoid, promotes colon cancer cell
growth by strengthening wnt/β-catenin signaling [34]. Besides, the biological effects of PGE2
are mediated by EP receptors, which has been reported to transactivate EGFR [35,36]. There-
fore, the crosstalk between EGFR and COX-2 may also have an important role in regulating
stemness-related pathways, such as wnt/β-catenin pathway, in colon cancer. In supporting this
notion, we found that the combined AEE788/celecoxib treatment drastically reduced nuclear
β-catenin levels in colon cancer cells. Although the molecular mechanisms underlying the β-
catenin nuclear localization remain unclear, a recent study have shown that the direct interac-
tion of forkhead box M1 (FOXM1) transcription factor with β-catenin is necessary and suffi-
cient for its nuclear localization and transcriptional activation in glioma tumor cells [26].
Interestingly, EGFR/RAS signaling leads to FOXM1 activation and nuclear translocation
[37,38], and our data support that the capability of the combined inhibition of EGFR and
COX-2 to impair the nuclear localization of β-catenin may be related to the disturbance of this
FOXM1/β-catenin axis. Indeed, our study demonstrates that the combined AEE788/celecoxib
treatment reduces the interaction of both proteins, as indicated by the co-immunoprecipitation
assays. This will also explain why AEE788 was more effective in the reduction of stem charac-
teristic in colon cancer cells.
The presence of cancer stem cells (CSCs) in tumours is likely one of the main reasons why
current oncologic therapies are poorly effective in preventing tumour progression, metastasis
and recurrence [10]. Therefore selective elimination of CSCs may become a necessary step for
an effective treatment in colorectal cancer [39]. In our study, the combined treatment of
AEE788 with celecoxib significantly reduced the capacity of colon cancer cells to grow forming
colonospheres, a functional assay for the ability of self-renewal that is characteristic of CSCs.
This effect may be related to the impact that this treatment had on β-catenin subcellular loca-
tion. Wnt/β-catenin signaling plays a critical role in CSCs, including colon CSCs [39], and pre-
vious studies have shown that levels of β-catenin regulate the activity of pluripotent markers
such as Oct3/4, Nanog and Sox2 [40–42]. Accordingly, we here have shown that the treatment
with AEE788, specially when combined with celecoxib, significantly reduced the expression of
Oct 3/4, Nanog and Sox-2 in colon cancer cells. Importantly, the increased expression of either
SOX2 or nuclear β-catenin have been shown to be associated with distant metastases in colo-
rectal cancer [43], underlining the importance of these stemness-associated factors for distant
spread in this disease.
In summary, our study shows that the combined treatment of AEE788 and celecoxib not
only demonstrated enhanced anti-tumoral efficacy in colorectal cancer cells, but also reduced
colon CSCs subpopulation by targeting stemness-related pathways. Our data support the
notion that the combined inhibition of EGFR and COX-2 in colorectal cancer cells disturbs
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FOXM1/β-catenin axis impacting CSC subpopulation, and therefore might improve the effi-
cacy of existing therapies in colorectal cancer.
Supporting Information
S1 Fig. AEE788 Inhibits VEGF-driven cell proliferation in colorectal cancer cells. VEGF-
driven (50 ng/ml) cell proliferation was evaluated after 48 h of treatment with different doses
of AEE788. Data are means ± SEM of three independent experiments (!p<0.05, compared
with the control).
(TIF)
S2 Fig. Transient expression of mutant K-RAS gene in Caco-2 cells reduces the antiproli-
ferative effect of AEE788. Caco-2 cells were transiently transfected with pBabe K-Ras 12V
plasmid and the EGF-independent ERK1/2 phosphorylation confirmed downstream activation
of the EGFR-Ras-ERK pathway in these cells (A). Cells transfected with mutant (12V) K-Ras
showed reduced sensitivity to the antiproliferative effect of AEE788 (B). Data are
means ± SEM of three independent experiments (!p<0.05).
(TIF)
S3 Fig. Prostaglandin E2 (PGE2) production and cyclooxygenase-2 (COX-2) expression in
AEE788/celecoxib-treated colorectal cancer cells. PGE2 levels were evaluated in whole cell
lysates after 12 h of the indicated treatments. Data are means ± SEM of three independent
experiments (!p<0.05, compared with the control) (A). Cells were treated for 6 h to the indi-
cated treatments and COX-2 expression was analyzed by western-blot in whole cell extracts.
Expression of β-actin is included as loading control.
(TIF)
S4 Fig. The phosphorylated and non-phosphorylated forms of EGFR, VEGFR2, ERK 1/2,
AKT and Stat3 were detected using an antibody array kit (as described under Material and
Methods) in cells grown in the presence of EGF (100 ng/mL) and treated with AEE788
(2.5 µM) and/or celecoxib (10 μM) for 6h. The array images were captured and quantification
of phosphorylated forms ((normalized to their corresponding non-phosphorylated counter-
parts) was done using Image-Lab software (Biorad-Molecular Images, ChemiDoc XRS). Data
are means ± SEM of three independent experiments (!p<0.05, compared with the control).
(TIF)
S5 Fig. Formed colonospheres are derived from single cells. Lipophilic fluorescent labeling
was performed to confirm that individual colonospheres were derived from single cells. Equal
numbers of DiI (Red)- or DiO (Green)-labelled cells were mixed prior to seeding at clonal den-
sity to perform the colonosphere formation assay, as described under Materials and Methods.
The assay resulted in the formation of DiI (Red)- or DiO (Green)-labelled spheres, whereas
mixed labeled colonospheres were not observed, thus confirming that tumorospheres are
derived from single cells. (Final magnification: X200, scale bar corresponds to 100 microns).
(TIF)
S6 Fig. Colonospheres formed by Caco-2 and HCT-116 cells have increased expression of
pluripotency-related proteins. A) The expression of the stem-related proteins Oct 3/4, Nanog
and SOX-2 were analyzed in total cell extracts using an antibody array as described in Materials
and Methods. Data are shown as fold change in cells growing as colonospheres compared to
parental adherent cell cultures. B) The expression of β-Catenin and Ep-CAM was analyzed in
both Caco-2 and HCT-116 cells grown as colonospheres and parental adherent growing cells
spheres. The expression of -actin is included as loading control. Data are means ± SEM of three
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independent experiments (!p<0.05, compared with the control).
(TIF)
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